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1. Wprowadzenie

Wrodzone mechanizmy układu odpornościowego 
stanowią pierwszą linię obrony przed patogenami. 
Zostają włączane natychmiast po infekcji i nie wymagają 
somatycznej rearanżacji genów, bezwzględnie koniecz-
nej w przypadku odporności adaptacyjnej. Konserwa-
tywne struktury drobnoustrojów, znane jako PAMPs 
(patogen associated molecular pattern) czyli wzorce 
molekularne związane z patogenami lub cząsteczki nie-
infekcyjne – DAMPs (damage-associated molecular pat-
tern molecules) są rozpoznawane przez receptory odpor-
ności wrodzonej tzw. receptory rozpoznające patogeny 
(PRRs; pattern recognition receptors). Rozpoznanie 
PAMPs lub DAMPs przez PRRs powoduje uruchomie-
nie ścieżek sygnałowych, które promują zapalną odpo-
wiedź antybakteryjną. Wśród PRRs zidentyfikowano 
trzy główne klasy receptorów: przezbłonowe receptory 
Toll-podobne rozpoznające ligandy na powierzchni 
komórki lub w endosomach, rozpoznające domeny cyto-
plazmatyczne, wewnątrzkomórkowe receptory NOD- 
-podobne (NLR; NOD-like receptor) rozpoznające struk-
tury bakteryjne oraz receptory RIG-I (retinoicacid-indu-

cible gene I), które są cytoplazmatycznymi receptorami 
rozpoznającymi wirusowe kwasy nukleinowe znajdujące 
się w cytozolu [18, 35, 38].

Białka NOD-podobne są dużą grupą receptorów, 
które stanowią istotny składnik wrodzonego układu 
odpornościowego gospodarza. W przeciągu kilkunastu 
lat od ich odkrycia poznano mechanizmy, dzięki którym 
rozpoznają one drobnoustroje, aktywują zapalne szlaki 
sygnałowe, regulują sygnalizację jądrowego czynnika 
transkrypcyjnego NF-κB (nuclear factor kappa B), indu-
kują produkcję interleukiny 1β (IL-1β; interleukin 1β) 
i śmierć komórek. Wykazano, że poza rozpoznawaniem 
mikroorganizmów są zaangażowane również, jako czuj-
niki endogennych patogenów niezakaźnych, oraz sygna-
łów stresu, co w obu przypadkach prowadzi do mobili-
zacji zapalnych ścieżek sygnalizacyjnych aktywujących 
poza NF-κB, kinazy białkowe aktywowane mitogenem 
(MAPK; mitogen-activated protein kinases) oraz adap-
torowe białko apoptotyczne ASC (apoptosis-associated 
speck-like protein containing a carboxy-terminal CARD) 
przyłączające kaspazę (rys. 1). Właściwości te pozwoliły 
uplasować je w grupie receptorów istotnych w patogene-
zie różnych chorób zakaźnych człowieka [21, 32].
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2. Rodzina receptorów NOD-podobnych

NLR charakteryzuje budowa konserwatywna. W swej 
strukturze białka te zawierają 3 domeny. Na N-końcu 
znajduje się domena efektorowa, centralna część obej-
muje domena NBD odpowiadająca za wiązanie nukle-
otydów i oligomeryzację receptora, zaś C-koniec białka 
stanowi domena LRR (leucine rich repeats) bogata 
w  powtórzenia leucynowe [6, 33, 70]. Ze względu na 
typ domeny N-końcowej oraz różną konstrukcję pozo-
stałych domen rodzinę receptorów NLR, obejmu-
jącą 23 członków, podzielono na 5 podrodzin (NLRP, 
NLRC, NLRA, NLRB, NLRX) co zostało zatwierdzone 
przez Międzynarodowy Komitet HGNC (HUGO Gene 
Nomenclature Committee) [63]. Ogólną charaktery-
stykę poszczególnych grup receptorów NLR przedsta-
wiono w tabeli I i II.

2.1. Podrodzina NLRP

Podrodzina NLRP (Nucleotide-binding oligomeriza-
tion domain, leucinerich repeat and pyrin domain 
containing) zwana również NALP, skupia 14 cyto-
plazmatycznych białek. Wspólną cechą członków tej 
podrodziny jest rekrutacja adaptorowego białka ASC 
poprzez wzajemne oddziaływanie efektorowej domeny 

PYD (pyrin domain) [55] receptora z homologiczną 
domeną PYD białka ASC. Domena PYD występuje 
w N-końcowej części białka ASC, zaś C-koniec tego 
białka stanowi domena CARD, która umożliwia przy-
łączenie do platformy inflamasomu kaspazy 1 poprzez 
interakcję CARD-CARD. Podstawową funkcją aktyw-
nej kaspazy  1 jest przetworzenie cytokin zapalnych 
pro-IL-1β i pro-IL-18 w ich dojrzałe i aktywne formy, 
w wyniku czego dochodzi do reakcji zapalnych i śmierci 
komórki [59]. Dwóch członków podrodziny NLRP tj. 
NLRP1 i NALP10 posiada nieco inną budowę. Białko 
NLRP1, w  regionie C-końcowym wyróżnia obecność 
dodatkowej domeny FIIND [15] oraz domeny CARD 
(caspase recruitment domain containing) [3]. Funkcja 
domeny FIIND nie została jeszcze opisana. Domena 
CARD oddziałuje z  kaspazami biorącymi udział 
w apoptozie i zapaleniu, w tym z kaspazą 1. Wykazano 
również, że CARD pośredniczy w interakcji niezależnej 
od kaspaz, odpowiada za wiązanie białek sygnałowych 
i transdukcję sygnałów wewnątrzkomórkowych [1, 11]. 
Środkowa domena NBD (nucleotide-binding oligomeri-
zation domain) odpowiada za ATP-zależną regulację 
oligomeryzacji receptora, natomiast C-końcowa za 
rozpoznawanie ligandów (składników mikrobiologicz-
nych) [3]. NLRP1 bierze udział zarówno w  aktywacji 
mechanizmów proapoptotycznych (aktywacja kaspazy 2 

Rys. 1. Aktywacja NLR przez produkty bakteryjne i ligandy endogenne (objaśnienia w tekście)
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Tabela I
 Charakterystyka podrodziny receptorów NLRP. Opracowano według: [2, 3, 20, 27, 28, 33, 34, 37, 50, 54, 55, 70]

Nazwa receptora

NLRP
NLRP1 17p13.2 serce, grasica, śledziona, leukocyty krwi aktywacja kaspazy 1, B. anthracis
CARD7, DEFCAP, NAC,   obwodowej, monocyty, komórki kaspazy 2, kaspazy 3
NALP1, CLR17.1  dendrytyczne, limfocyty B i T, żołądek, oraz kaspazy 5
  neurony, jądra
NLRP2 19q13.2 grasica, trzustka, płuca inhibicja NF-κB  –
PYPAF2, CLR19.9, PAN1, 
NALP2, NBS1
NLRP3 1q44 leukocyty krwi obwodowej, aktywacja kaspazy 1 L. monocytogenes,
PYPAF1, Cryopyrin, CIAS1,  chondrocyty, monocyty, limfocyty B,   S. aureus, N. gonor-
NALP3, CLR1.1  komórki dendrytyczne, gardło, przełuk  rhoeae, A. hydrophila, 
    A. veronii, B. pertussis,
    S. pneumoniae,
    S. pyogenes, V. vulnifi-
    cus, V. cholerae
NLRP4 19q13.42 śledziona, nerki, płuca, wątroba, aktywacja Bekliny-1  –
PYPAF4, CLR19.5, PAN2,   łożysko,grasica, trzustka
NALP4, RNH2
NLRP5 19q13.42 oocyty roawój embronalny  –
PYPAF8, CLR19.8, Mater,
NALP5, PAN11
NLRP6 11p15 granulocyty, monocyty, limfocyty B i T, aktywacja kaspazy 1 L. monocytogenes,
PYPAF5, CLR11.4, NALP6,  eozynofile, komórki dendrytyczne,  oraz NF-κB S. typhi, E. coli
PAN3  nabłonek
NLRP7 19q13.42 brak danych inhibicja kaspazy 1 L. monocytogenes,
NOD12, PYPAF3, CLR19.4,    S. aureus
PAN7, NALP7
NLRP8 19q13.42 brak danych brak danych  –
NOD16, CLR19.4, PAN4, NALP8
NLRP9 19q13.42 oocyty, jądra, płuca, łożysko, grasica,  rozwój embrionalny  –
PAN12, NALP9, NOD6, CLR19.1  mózg, prostata
NLRP10 11p15.4 mózg, serce, mięśnie szkieletowe,  inhibicja kaspazy 1 C. albicans
NOD8, PYNOD, CLR11.1, PAN5,  monocyty oraz NF-κB
NALP10
NLRP11 19q13.42 brak danych brak danych  –
NOD17, PYPAF6/7, CLR19.6, 
PAN10, NALP11
NLRP12 19q13.42 granulocyty, komórki dendrytyczne, inhibicja NF-κB Y. pestis
PYPAF7, CLR19.3, Monarch 1,  monocyty, leukocyty
PAN6, RON2, NALP12
NLRP13 19q13.42 brak danych brak danych  –
NOD14, CLR19.7, PAN13,
NALP13
NLRP14 11p15.4 jądra udział  –
NOD5, CLR11.2, PAN8, NALP14   w spermatogenezie

Rozpoznawane
drobnoustrojeFunkcjaWystępowanie w tkankach

Lokaliza-
cja genu
w chro-

mosomie

i  kaspazy  3) i prozapalnych (aktywacja kaspazy  1 
i kaspazy 5) [53]. Białko NALP10 natomiast jest jedy-
nym przedstawicielem tej podrodziny, w  strukturze 
którego nie stwierdzono domeny LRR. Pomimo tego 
braku receptor jest funkcjonalnie sprawny i odpowiada 

za inhibicję kaspazy 1 oraz czynnika transkrypcyjnego 
NF-κB (rys. 2) [17].

Geny podrodziny NLRP zajmują locus w czte- 
rech różnych chromosomach. Podrodziny NLRP 2, 4, 
5, 7, 8, 9, 11, 12 i 13 są skupione bardzo blisko siebie 
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Tabela II
Charakterystyka receptorów podrodzin NLRC, NLRA, NLRB oraz NLRX. Opracowano według : [1, 11, 12, 20, 31, 33, 50, 54, 57, 70]

Nazwa receptora

NLRC
NOD1 17p13.2 serce śledziona, łożysko, nabłonek płuc, aktywacja NF-κB Ch. pneumoniae,
CARD4, CLR7.1, NLRC2  jajniki, trzustki, mięśnie szkieletowe,  E. coli, H. pylori,
  jądra, monocyty, komórki dendrytyczne,  L. monocytogenes,
  makrofagi, limfocyty B  P. aeruginosa, E. flex-
    neri, N. gonorrhoeae
NOD2 16q12.1 monocyty, komórki dendrytyczne, aktywacja NF-κB, L. monocytogenes,
CARD15, CLR16.3, NLRC2, CD,  limfocyty B, granulocyty, komórki AP 1 oraz IRF3 M. tuberculosis,
BLAU, IBD1, PSORAS1  nabłonka jelit, jamu ustnej i płuc,  S. typhimurium,
  komórki Panetha  S. pneumoniae
NLRC3 16p13.3 limfocyty B i T, komórki NK, grasica, negatywna regulacja  –
NOD3, CLR16.2  nerki, macica NF-κB
NLRC4 2p22.3 szpik kostny, makrofagi, jelito grube,  aktywacja kaspazy 1 L. pneumophila,
CARD12, CLR2.1, CLAN, IPAF  nerki, wątroba, płuca, śledziona, serce,  S. typhium, C. viola-
  jądra  ceum, B. pseudomallei,
    E. coli, S. flexneri,
    P. aeruginosa
NLRC5 16q13 komórki dendrytyczne, makrofagi regulacja ekspresji   –
NOD27, CLR16.1   MHC I, negatywna 
   regulacja NF-κB
NLRA
CITA 16p13 limfocyty B, komórki dendrytyczne, egulacja ekspresji  –
MHCITA, NLRA, C2TA  monocyty MHC II
NLRB
NAIP 5q13.1 Makrofagi inhibicja kaspazy 3 C. violaceum, S. typhi,
BIRC1, CLR5.1, NLRB1   oraz kaspazy 7 B. pseudomallei,
    E. coli, S. flexneri,
    P. aeruginosa
NLRX
NLRX1 11p23.3 brak danych negatywna regulacja   –
CLR5.1, NOD9   NF-κB

Rozpoznawane
drobnoustrojeFunkcjaWystępowanie w tkankach

Lokaliza-
cja genu
w chro-

mosomie

w  chromosomie 19. Najbliżej zlokalizowane są geny 
NLRP5 i NLRP13, co może sugerować, że oba produkty 
genowe mogą pełnić podobną funkcję. Geny NLRP6, 
NLRP10 oraz NLRP14 zlokalizowane są w chromoso-
mie 11, gen NLRP1 w chromosomie 17 zaś locus NLRP3 
znajduje się w chromosomie 1 [55].

W oparciu o sekwencje białkowe dokonano ana-
lizy filogenetycznej podrodziny NLRP. Badania wyka-
zały wysoką homologię pomiędzy receptorami myszy 
i człowieka, z wyjątkiem receptora NLRP8. Transkrypty 
NLRP5, NLRP8, NLRP9 oraz białko NLRP5 zostały 

także wykryte również w bydlęcych oocytach i preim-
plantacyjnych zarodkach [72].

Geny większości członków tej podrodziny wykazują 
ekspresję w różnych tkankach i organizmach począwszy 
od Caenorhabditis elegans, poprzez Drosophila melano-
gaster, szczury i myszy, na człowieku kończąc. Produkty 
białkowe genów NLRP poza rolą we wrodzonej odpo-
wiedzi immunologicznej, pełnią również ważną funkcję 
w układzie rozrodczym i w rozwoju zarodka. Okazuje 
się, że ekspresja kilku genów NLRP jest wyraźna w oocy-
tach ssaków [72]. Badania przeprowadzone na myszach 

Rys. 2. Domeny funkcjonalne receptorów z podrodziny NLRP- (objaśnienia w tekście)
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wykazały, że zmniejszona ekspresja receptorów NLRP 
wiąże się z procesem starzenia oocytu. NLRP5 był jed-
nym z pierwszych zidentyfikowanych genów u myszy, 
kodujących mRNA niezbędny do pomyślnego rozwoju 
zapłodnionego oocytu [72].

2.2. Podrodzina NLRC

Do podrodziny NLRC zaliczono 5 białek: NOD1 
(Nucleotide-binding oligomerization domain-containing 
protein), NOD2, NLRC3, NLRC 4 i NLRC 5. Spośród 
tej grupy, najlepiej poznano receptory NOD1 i NOD2. 
Są to duże białka cytoplazmatyczne [27, 37]. O podziale 
tych białek decyduje obecność w N-końcowej domeny 
efektorowej, jednej cząsteczki CARD w NOD1 i dwóch 
w NOD2 (rys. 3).

ATG16L1 (autophagy related 16-like  1) [25]. W  mo- 
mencie infekcji bakteryjnej oba współdziałające białka 
przemieszczają się w  kierunku błony komórkowej 
uczestnicząc w tworzeniu pęcherzyków autofagocy-
tarnych wokół bakterii [68]. NOD1 i NOD2 są także 
zaangażowane w proces tworzenia wolnych rodników 
tlenowych (reactive oxygen species – ROS), co jest nie-
odzownym elementem odpowiedzi przeciwdrobno-
ustrojowej. ROS bezpośrednio uczestniczą w aktywacji 
oksydazy DUOX2 (dual oxidase 2 protein). Podczas 
zakażenia w fagocytach przy udziale DUOX2 następuje 
uwolnienie nadtlenku wodoru, który ma właściwości 
bakteriobójcze [40]. 

Do podrodziny NLRC należy również receptor 
NLRC4 inaczej zwany IPAF. Dzięki domenie CARD 
bezpośrednio wchodzi w interakcje z prokaspazą  1. 
W  odpowiedzi na bodźce prozapalne i  apoptotyczne 
poprzez oddziaływania CARD-CARD NLRC4 staje się 
w ten sposób aktywatorem kaspazy 1. Pomimo podobnej 
budowy do NOD1 i NOD2, białko to nie bierze udziału 
w aktywacji czynnika transkrypcyjnego NF-κB [54]. 

Do grupy tej należy również receptor NOD3, który 
wywiera hamujący wpływ na TLR-zależne uwalnianie 
czynnika NF-κB [57].

2.3. Podrodzina NLRA

Członkiem tej podrodziny jest CIITA (class II trans-
activator). Oprócz charakterystycznych dla rodziny 
NLR domen, białko to zawiera ponadto domenę AD 
(transactivator domain), która odpowiada za funkcję 
tego receptora (rys. 4).

Rys. 3. Domeny funkcjonalne receptorów z podrodziny NLRC- 
(objaśnienia w tekście)

Receptory te rozpoznają reszty peptydoglikanu 
ścian bakteryjnych. Ligandem dla NOD1 jest dwupep-
tyd kwasu γ-D-glutamylo-mezo-diaminopimelinowego 
(iEDAP), który jest wytwarzany przez większość bak-
terii Gram-ujemnych, oraz przez niektóre bakterie 
Gram-dodatnie (np. Bacillus spp.). Z kolei NOD2 akty-
wowany jest przez dwupeptyd muramylowy (MDP), 
który jest składnikiem praktycznie wszystkich rodzajów 
peptydoglikanu zarówno u bakterii Gram-dodatnich jak 
i Gram-ujemnych [31]. Receptory NOD1 i NOD2 po 
rozpoznaniu odpowiednich ligandów, ulegają oligome-
ryzacji i przyłączają białko adaptorowe RIP2 (receptor 
interacting protein  2), które również zawiera domenę 
CARD. Konsekwencją tego oddziaływania jest urucho-
mienie kaskady sygnalizacyjnej prowadzącej do uwol-
nienia czynnika NF-κB (nuclear factor κB) oraz AP-1 
(activator protein 1), które są odpowiedzialne za produk-
cję cytokin prozapalnych. Dodatkowo zostają uwolnione 
czynniki IRF3 i IRF7 (interferon regulatory factor  3, 
7), indukujące uwalnianie interferon β typu I (IFN-β) 
[31,33]. W przypadku receptora NOD2 istnieje również 
alternatywny szlak aktywacji poprzez wirusowe ssRNA 
(single-stranded RNA). Ta droga prowadzi do uwolnie-
nia IRF3 oraz NF-κB. Skoordynowana aktywacja ścieżek 
sygnalizacyjnych NF-κB i IRF3 prowadzi do utworze-
nia wielobiałkowego kompleksu wzmacniającego, który 
napędza ekspresję interferonu-β (IFN-β) a poprzez to 
odporność przeciwwirusową [24, 58]. 

Ponadto receptory NOD1 i NOD2 biorą udział w pro- 
 cesie autofagii (autofagocytozy). Proces ten z udziałem 
NOD1 i NOD2 polega na ich kooperacji z  białkiem 

Rys. 4. Domeny funkcjonalne receptora CIITA-
(objaśnienia w tekście)

CIITA jest głównym regulatorem cząsteczek MHC 
klasy  II (major histocompatibility complex class  II) 
zarówno typu konstytutywnego jak i indukowanego, 
oraz innych genów związanych z prezentacją antygenu. 
Konstytutywna ekspresja MHC II ogranicza się jedy-
nie do grupy komórek prezentujących antygen (APC): 
limfocytów  B i  komórek dendrytycznych. Ekspresja 
indukowana może być wywołana w wielu różnych 
typach komórek, głównie przez interferon γ (IFNγ). 
Białko CIITA jest niewiążącym się z DNA ko-akty-
watorem transkrypcyjnym, niezbędnym do ekspresji 
genów kodujących łańcuchy α i β we wszystkich kla-
sycznych i nieklasycznych cząsteczkach MHC klasy II 
(HLA-DR, HLA-DP, HLA-DQ, HLA-DM, HLA-DO). 
Ponadto CIITA przyczynia się do transkrypcji genów 
MHC klasy I, ale w znacznie mniejszym stopniu. CIITA 
może także modulować odpowiedź immunologiczną 
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poprzez tłumienie transkrypcji innych genów, w tym 
genów dla IL-4, kolagenu α2 oraz ligandu Fas (FasL 
– ligand receptora śmierci Fas) [36,49,71]. 

2.4. Podrodzina NLRB

Przy okazji poszukiwania genetycznej przyczyny 
zaburzeń neurodegeneracyjnych u chorych na rdze-
niowy zanik mięśni odkryto neuronalne białko hamu-
jące apoptozę (NAIP, neuronal apoptosis inhibitory 
protein), zaliczono je do podrodziny NLRB [33, 70]. 
Charakterystyczną cechą podrodziny NAIP jest obec-
ność na jego N-końcu domeny BIR (baculoviral inhibi-
tory repeat). Domena ta jest silnym inhibitorem kaspaz 
efektorowych (szczególne kaspazy 3 i kaspazy 7) dzięki 
temu wywołuje efekt antyapoptotyczny. Obecna na 
C-końcu białka NAIP domena LRR sprawia, że białko 
jest zaangażowane w odpowiedź zapalną poprzez włą-
czenie kaspazy 1 (rys. 5) [23, 41, 43].

pośrednio wzmacnia sygnalizację zależną od NF-κB. 
Produkcja ROS jest synergistycznie wzmacniana 
poprzez TNFα, infekcję bakterią Shigella oraz dwuni-
ciowy RNA, a to powoduje wzmocnienie sygnału zależ-
nego od NF-κB. Funkcja NLRX1 wskazuje na związek 
pomiędzy wytwarzaniem ROS w mitochondriach a wro-
dzonymi reakcjami odpornościowymi [62].

3. Udział NLR w tworzeniu platform
 molekularnych-inflamasomów

Pojęcie inflamasomu wprowadził w  2002  roku 
Ts c h o p p  i wsp. [45]. Inflamasomy są to wielobiał-
kowe komplesy, które mogą być tworzone przez NLRP1, 
NLRP3 i NLRC4 (IPAF), członków rodziny NLR. Najle-
piej poznanym inflamasomem jest kompleks związany 
z NLRP3, który jest zdolny do wykrywania szerokiego 
wachlarza sygnałów alarmowych wzorców molekular-
nych związanych z patogenami, cząsteczek nieinfekcyj-
nych, a nawet takich czynników jak azbest i krzemionka 
[14]. Ostatnio [14] wykryto, że do utworzenia inflama-
somu z udziałem NLRP3, niezbędne są wolne rodniki 
tlenowe, oraz obecność struktur siateczki endoplazma-
tycznej (ER) i  mitochondriów. Spoczynkowa forma 
NLRP3 jest zlokalizowana przy błonach ER, jednak 
gdy następuje aktywacja inflamasomu, NLRP3 ulega 
przemieszczeniu do regionu jądra komórkowego, gdzie 
wraz z innymi składowymi inflamasomu kontaktuje się 
z  ER i  mitochondrium. Zarówno produkcja ROS jak 
i aktywacja inflamasomu są hamowane podczas zabu-
rzeń funkcji mitochondriów. Dane te wskazują, że infla-
masom z udziałem NLRP3 jest wrażliwy na dysfunkcję 
mitochondriów co może wyjaśniać często spotykany 
związek uszkodzenia mitochondriów w  chorobach 
zapalnych [73].

Ekspresję inflamasomowych białek można znaleźć 
w komórkach odpornościowych monocytach, makro-
fagach, limfocytach T, miofibroblastach, fibroblastach, 
keratynocytach, komórkach nabłonkowych, oraz komór-
kach gwiaździstych wątroby [8]. Inflamasomy mogą być 
aktywowane poprzez antygeny bakteryjne jak również 
podczas zaburzeń metabolicznych [64]. Aktywny infla-
masom oddziałuje z  prokaspazą  1 za pośrednictwem 
domeny CARD przekształcając ją w jej aktywną formę 
– kaspazy 1. Różne inflamasomy są zdolne do aktywacji 
różnych kaspaz min. kaspazy 1, kaspazy 4, kaspazy 5. 
Uważa się, że to aktywacja kaspazy 1 ma najistotniej-
szy wpływ na funkcjonowanie inflamasomu. Aktywacja 
kaspazy 1 prowadzi do co najmniej dwóch odpowiedzi 
przeciw wewnątrzkomórkowym patogenom takim jak 
Salmonella, Shigella i  Burkholderia. Jedną z  nich jest 
przekształcenie pro-IL-1β oraz pro-IL-18 w ich aktywne, 
wydzielnicze formy IL-1β, IL-18. Drugą odpowiedzią 
jest indukcja śmierci komórki na drodze pyroptozy [9].

Rys. 5. Domeny funkcjonalne receptora NAIP-
(objaśnienia w tekście)

2.5. Podrodzina NLRX

Podrodzina NLRX (nucleotide-binding oligomeriza-
tion domain, leucine rich repeat containing X1) składa 
się obecnie tylko z jednego przedstawiciela NLRX1, 
znanego również, jako NOD9. Białko zachowując struk-
turę receptorów NLR, w swej centralnej części posiada 
domenę NBD-oligomeryzacji receptora oraz C-końcową 
domenę LRR [41]. Jej N-końcowa domena nie wykazuje 
natomiast homologii z którąkolwiek z pozostałych czte-
rech podgrup (rys. 6).

Rys. 6. Domeny funkcjonalne receptora NLRX1-
(objaśnienia w tekście)

Lokalizacja NLRX1 wydaje się być ograniczona do 
okolic mitochondriów [47, 62]. Funkcjonalnie białko 
NLRX1 okazało się być negatywnym regulatorem 
odpowiedzi przeciwwirusowej, zależnej od RIG-I (reti-
noicacid-inducible gene 1). NLRX1 poprzez połączenie 
się z mitochondrialnym białkiem MAVS (mitochondria 
antiviral sygnaling protein) uniemożliwia interakcje 
z  receptorem RIG-I. Wykazano, że NLRX1 hamuje 
fosforylację IKK (IκB kinase), a poprzez to ma nega-
tywny wpływ, na zależne od TLR uwalnianie czynnika 
transkrypcyjnego NF-κB [69]. NLRX1 okazuje się być 
również aktywatorem wytwarzania ROS dzięki temu 
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NLRP1 Występowanie SNP Zwiększenie podatności na rozwój bielactwa [27]
 SNP rs6502867
 SNP rs2670660
NLRP7 Potranskrypcyjne modyfikacje – pojawienie się Rozwój nasieniaka jądra [55]
 jednego z wariantów transkrypcyjnych 
 Mutacje  Rozwój zaśniadu groniastego [51]
 p.Glu99X
 p.Asp657Val
NLRP14 Mutacje Zaburzenia w spermatogenezie [66]
 p.Lys108X
 p.Asp86Val
 p.Ala375Thr
 p.Asp522Gln
 p.Met1019Ile
NOD1 Obniżony poziom ekspresji Zwiększona podatność na sarkoidozę [61]
 Polimorfizmy
 Cys2722 Zwiększona podatność na choroby alergiczne
 Thr2104
NOD2 Mutacje domeny LRR Zwiększona podatnośc na chorobę Crohna [38]
 Arg702Trp
 Gly908Arg
 Leu1007fsinsCys
 Mutacje domeny NBD Zwiększona podatnośc na chorobę Blau’a [45]
 334Gln
 334Trp
 Leu469Phe

Tabela III
Skutek zmienności genetycznej w obrębie ludzkich genów receptorów NLR

Receptor Rodzaj ustalonych
zmienności genetycznych Skutek zmienności genetycznej Piśmien-

nictwo

4. Choroby wywołane mutacjami w genach NLR

Fizjologiczne znaczenie różnych NLR polega na 
obronie gospodarza przed zakażeniami bakteryjnymi. 
Coraz częściej receptorom tym przypisuje się rolę utrzy-
mywania homeostazy narządów. Jest to uzasadnione 
ze względu na fakt, że wiele zapalnych i niezapalnych 
procesów chorobowych ma swe podłoże w defektywnej 
sygnalizacji NLR, spowodowanej mutacjami w obrębie 
ich genów. Dowiedziono, że zaburzenia funkcji NOD1 
i NOD2, spowodowane mutacją ich genów mogą przy-
czyniać się do patogenezy zapalnych chorób jelit [5, 63, 
66, 74]. Ustalone mutacje genetyczne i ich konsekwencje 
przedstawiono w tabeli III.

4.1. Choroba Leśniowskiego-Crohna

Choroba Leśniowskiego-Crohna (CD) jest zapalną 
chorobą jelit o niejasnej etiologii zaliczana do grupy 
nieswoistych zapalań jelit (IBD). Podczas badań wśród 
rodzin dotkniętych CD zidentyfikowano region ryzyka 
dla tej choroby, którym okazał się być gen CARD15 dla 
NOD2 [7, 19, 26, 51].

W obrębie tego genu wykryto wiele polimorfizmów, 
spośród których trzy okazują się mieć istotny związek 
z podatnością na chorobę Leśniowskiego-Crohna. Poli-
morfizmami tymi są: Arg702Trp, Gly908Arg oraz Leu-
1007fsinsCys. Mutacje Arg702Trp i Gly908Arg dotyczą 
pojedynczych zmian aminokwasów w obrębie domeny 
LRR natomiast mutacja Leu1007fsinsCys spowodowana 
jest delecją powodującą przesunięcie ramy odczytu co 
skutkuje brakiem 33 aminokwasów w produkcie biał-
kowym [39].

Ryzyko występowania choroby Leśniowskiego-
-Crohna jest uzależnione od tego czy dana osoba jest 
homo- czy heterozygotą. W  przypadku homozygot 
ryzyko wzrasta 40-krotnie, natomiast heterozygoty mają 
tylko 2–4-krotny wzrost ryzyka. U  części homozygot 
choroba przebiegała bezobjawowo przez 10–15 lat, co 
nasuwa wniosek, że na rozwój choroby oprócz mutacji 
w genie CARD15, mają również wpływ inne czynniki 
genetyczne, a także środowiskowe [16]. Istnieją również 
doniesienia, że rodzaj mutacji warunkuje lokalizację 
choroby Leśniowskiego-Crohna. Przykładowo u homo-
mozygot Leu1007fs choroba jest związana z umiejsco-
wieniem żołądkowo-dwunastniczym, i ujawnieniem się 
w młodszym wieku [44]. 
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4.2. Choroba Blau’a

Choroba Blau’a to rzadka choroba autosomalnie 
dominująca, która podobnie jak CD jest związana 
z  defektem w obrębie genu CARD15. Charakteryzuje 
ją: wczesny początek choroby ziarniniakowej, zapalenie 
stawów, zapalenie tęczówki oraz wysypka skórna [4]. 
Z chorobą Blau’a związane są mutacje w obrębie NOD2, 
obejmujące domenę NBD np. 334Gln, Arg334Trp i Leu-
469Phe [46]. Mutacje w obrębie domeny NBD mogą 
powodować zaburzenia procesu oligomeryzacji, niezbęd-
nej do aktywacji receptora NOD2. Mutacje te dodatkowo 
przyczyniają się do wzmocnienia funkcji i stałej akty-
wacji NF-κB nawet przy braku stymulacji MDP [10,61]. 
Powyższe dane stały się podstawą hipotezy, że jest to 
choroba o podłożu autoimmunologicznym.

4.3. Zespół okresowej gorączki

Zespół okresowej gorączki (Cryopyrin-associated 
periodic fever syndrome – CAPS) jest rzadką chorobą, 
dziedziczoną autosomalnie dominująco, spowodo-
waną mutacjami w genie NLRP3 (znanym również jako 
CIAS1). NLRP3 jest częścią inflamasomu, aktywującego 
kaspazę 1. Kaspaza 1 katalizuje przekształcenie pro-IL-1β 
do IL-1β, co powoduje uruchomienie przewlekłych reak-
cji zapalnych. U chorych z CAPS poziom IL-1β jest pię-
ciokrotnie wyższy niż u osób zdrowych. CAPS obejmuje 
trzy nakładające się klinicznie zaburzenia: zespół Muc-
kle-Wells’a (MWS), dnę moczanową i wielonarządową 
chorobę zapalną noworodków (neonatal-onset multisys-
tem inflammatory disorder, NOMID) [48]. 

4.4. Sarkoidoza

Sarkoidoza jest zaburzeniem autoimmunologicznym 
charakteryzującym się występowaniem ziarniniaków 
(małych grudek zapalnych), niepodlegających mar-
twicy. Najczęściej zaatakowane są płuca i węzły chłonne. 
Zwiększoną podatnością na tę chorobę wykazują osoby 
z  obniżoną ekspresją NOD1 i obniżoną aktywacją 
NF-κB w odpowiedzi zarówno na iEDAP i  zakażenie 
Propionibacterium acnes [51]. 

K a n a z a w a  i wsp. [31] opisali związek NOD2 
z  młodzieńczą postacią sarkoidozy (juvenile-onset-
sarcoid, EOS). W grupie badawczej składającej się 
10  japońskich pacjentów z  rozpoznaniem EOS, dzie-
więciu miało heterozygotyczne mutacje zmiany sensu 
w genie CARD15, w regionie kodującym domenę NBD.

4.5. Choroby alergiczne

Niektóre warianty genetyczne NOD1 są związane ze 
zwiększonym ryzykiem wystąpienia astmy i atopowego 
zapalenia skóry. U  dzieci z polimorfizmem Cys2722 

zaobserwowano wzrost ryzyka rozwoju alergicznego 
nieżytu nosa oraz zwiększone ryzyko wystąpienia ato-
powego zapalenia skóry. Ponadto, występowanie allelu 
Thr2104 wiązało się z niemal 2-krotnym ryzykiem 
alergicznego nieżytu nosa. W przypadku insercji Cys 
w pozycji 3020 ryzyko atopii wzrastało o 50%, a stęże-
nie IgE w surowicy były podwyższone [29]. G i a r d i n 
i  wsp. [22] opisali, że mutacje w NOD1 są związane 
ze zwiększoną podatnością na astmę i  zapalenie jelit. 
W  obu przypadkach, stwierdzono, że mutacje, uwa-
runkowane są insercyjno-delecyjnym polimorfizmem 
o  obrębie dziewiątego intronu genu CARD4. Bada-
nia wykazały, że powstałe w wyniku mutacji warianty 
NOD1 różnią się poziomem ekspresji. W  tkankach 
prawidłowych, istnieją izoformy NOD1, które łatwo 
wykryć, ze względu na różnice w długości ich domeny 
LRR. Mimo obecności tych izoform zdolność aktywacji 
NF-κB jest podobna jak w przypadku formy o pełnej 
długości NOD1. Wyniki te sugerują, że na poziomie 
fizjologicznym, warianty NOD1 mogą przyczynić się do 
regulacji ekspresji NF-κB indukowanej przez cząsteczki 
o  pełnej długości, natomiast w chorobach takich jak 
astma czy zapalenie jelit, ekspresja tych izoform wydaje 
być zmieniana, co może prowadzić do nieprawidłowych 
reakcji zapalnych.

4.6. Zespół nagich limfocytów

Zespół nagich limfocytów (bare lymphocytic syn-
drome, BLS) jest chorobą autosomalnie recesywną cha-
rakteryzującą się wrodzonym niedoborem odporności. 
Osoby dotknięte tą jednostką chorobową są bardzo 
podatne na zakażenia, które są spowodowane wadami 
w  odporności komórkowej i humoralnej, a  także 
z uszkodzeniami głównego układu zgodności tkankowej 
klasy II (MHC II). Mutacje w obrębie genu dla recep-
tora CIITA, przyczyniają się do zaburzenia jego funkcji, 
a także powodują obniżenie liczebności limfocytów T 
CD4+ [11]. 

4.7. Niepowodzenia rozrodu

Receptorem odgrywającym ważną rolę w rozwoju 
płodu jest członek podrodziny NLRP, białko-NLRP7. 
Stwierdzono, że mutacja w genie tego receptora u ludzi, 
wiąże się z nawrotem zaśniadu groniastego, samoist-
nymi poronieniami, martwymi urodzeniami i  opóź-
nionym wewnątrzmacicznym wzrostem płodu. Z kolei 
nadekspresja jednego z warianów NLRP7 jest związana 
z rozwojem nasieniaka jąder u mężczyzn [52].

Mutacje w genie NLRP14 innego członka tej podro-
dziny zostały wykryte u 5 spośród 157 mężczyzn z azo-
ospermią lub ciężką oligozoospermią. Wysoką ekspresję 
genów NLRP2 i NLRP7 wykazano w ludzkich oocytach 
i zarodkach [72].
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4.8. Bielactwo

Bielactwo jest chorobą autoimmunologiczną, w prze-
biegu której niszczeniu ulegają melanocyty naskórka, 
skutkiem czego następuje depigmentacja skóry w po- 
staci płatów. Osoby z bielactwem częściej zapadają na 
schorzenia autoimmunologiczne. W badaniach nad 
populacją kaukaską wykryto związek pomiędzy bielac-
twem a wariantami NLRP1. Wśród tych osób wykryto 
allele wysokiego ryzyka, którym były polimorfizmy 
pojedynczych nukleotydów miejsc restrykcyjnych 
(single nucleotide polymprphism restriction sites) SNP 
rs6502867 i SNP rs2670660 [28].

1. Podsumowanie

Identyfikacja i charakterystyka receptorów NLR 
dowodzą, że białka te rozpoznają konserwatywne czą-
steczki drobnoustrojów i aktywują poszczególne szlaki 
przekazywania sygnałów włączając w  to aktywację 
NF-κB, MAPK i kaspazę 1.Aktywacja receptorów NOD1 
i  NOD2 prowadzi do aktywacji NF-κB podczas gdy 
inne receptory NLR tworzą duże wewnątrzkomórkowe 
kompleksy określane jako inflamasomy, które aktywują 
kaspazę  1 do rozszczepienia pro-IL-1β, dzięki czemu 
aktywna IL-1β może być uwalniana poza komórkę. 
W  tym aspekcie sygnalizacja z  receptorów NLR jest 
komplementarna do sygnalizacji TLR. Deregulacja 
sygnalizacji NLR może prowadzić do wzmocnienia lub 
utraty fenotypowej funkcji, które u człowieka skutkują 
chorobami. Udział NLR w patogenezie niektórych cho-
rób genetycznych wskazuje, że odgrywają one ważną 
rolę w regulacji odpowiedzi immunologicznej i zapal-
nej. Zapalenie jelit jest głównie związane z mutacjami 
w obrębie genu NOD2, zaś grupa chorób autoimmu-
nologicznych z mutacją w genie NLRP3 i  nadmierną 
sygnalizacją IL-1β. Nadmierna produkcja IL-1β jest 
związana z przypadkami rodzinnych chorób zapalnych 
takich jak zespół Muckle-Wells’a, wielonarządową cho-
robą zapalną noworodków oraz dną moczanową.

Udowodniono, że receptory te mają wpływ na home-
ostazę jelitową w tym regulację składu mikroflory jeli-
towej, utrzymanie bariery nabłonkowej oraz regulację 
autofagii. Ujawniono również związek między NLR 
a nowotworzeniem [13]. Istnieją jednak liczne rozbież-
ności informacyjne zależne od modelu badawczego. 
Oczywiste różnice występują w kontroli homeostazy 
jelitowej u myszy i ludzi.

Aby jednak lepiej zrozumieć mechanizmy, dzięki 
którym mutacje w obrębie genów NLR można skojarzyć 
z podatnością na konkretne choroby zapalne, konieczne 
są dalsze badania, których wyniki mogą przyczynić się 
do racjonalnych terapii.
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1. Wstęp

Pierwsze doniesienie dotyczące klostridiów pojawiło 
się już ok. roku 430–370 przed naszą erą. H i p o k r a -
t e s  opisał w swojej książce Epidemie III (Epidemics III) 
chorobę, która diagnozowana była jako zgorzel gazowa. 
Wywoływana była ona przez Clostridium histolyticum 
[66]. Do jej objawów należały gorączka oraz obrzęk 
skóry w kolorze żółtawo-czerwonym. W  niektórych 
przypadkach dochodziło do utraty kończyn. Takie 
same objawy uzyskano w późniejszych eksperymen-
tach na zwierzętach zainfekowanych Cl. histolyticum. 
Pierwszy opis innej choroby powodowanej przez bak-
terie należące do Clostridium spp. – tężca –  pojawił 
się natomiast w roku 1824 w Esseys on the Anatomy 
and Philosophy of Expression Charlesa Bella [66]. Jed-
nakże rozpoznanie klostridiów jako odrębnej grupy 
mikroorganizmów zapoczątkowała praca L o u i s a 
P a s t e u r a. W 1861 roku opisał on mikroorganizm 
zdolny do wzrostu bez obecności tlenu. W  tamtych 
czasach było to ogromną sensacją. P a s t e u r  nazwał 
tę bakterię Vibrion butyrique ze względu na główny 
produkt fermentacji – maślan i  wprowadził termin 
„beztlenowy” dla określania życia bez wolnego tlenu. 
Organizm ten został 20 lat później nazwany Clostri- 

dium butyricum przez polskiego mikrobiologa Adama 
Prażmowskiego [25]. 

Bakterie z rodzaju Clostridium występują w środo-
wisku naturalnym bardzo powszechnie, są obecne mię-
dzy innymi w kurzu, glebie, wodzie, osadach dennych 
oraz przewodzie pokarmowym ludzi i zwierząt [70]. 
Znane są przede wszystkim ze swojej chorobotwór-
czości. Warto zwrócić także uwagę na możliwość wyko-
rzystania gatunków z tego rodzaju w przemyśle. Duża 
aktywność biochemiczna Clostridium sp. wynika z tego, 
że produkują one liczne enzymy zewnątrzkomórkowe. 
Bakterie należące do tego rodzaju są zdolne do fer-
mentacji składników organicznych i produkcji dużych 
iloś ci dwutlenku węgla, wodoru, kwasów organicznych, 
butanolu, acetonu i innych składników. Klostridia nie-
będące patogenami wykazują duży potencjał prze-
mysłowy. Stosowane są między innymi do produkcji 
kwasu masłowego, niektórych rozpuszczalników (m.in. 
butanolu, acetonu i  izopropanolu) oraz wodoru [14]. 
Wykorzystywane są także w medycynie. W ciągu ostat-
niego dziesięciolecia znacznie wzrosło zainteresowanie 
Cl. botulinum i  Cl. tetani. Prowadzone są intensywne 
badania nad strukturą, fizjologią oraz biochemią neuro-
toksyn wytwarzanych przez te bakterie [12, 53, 77, 80], 
jak również nad wykorzystaniem kompleksu toksyn 
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botulinowych jako czynników terapeutycznych w lecze-
niu chorób u ludzi [13, 22, 39]. W literaturze poja- 
wiają się także informacje dotyczące produkcji bakte-
riocyn przez takie szczepy jak między innymi Cl. spo-
rogenes, Cl. butyricum, Cl. botulinum [26], Cl. perfingens 
i Cl. acetobutylicum [3, 18].

2. Ogólna charakterystyka rodzaju Clostridium

2.1. Morfologia, hodowla i metabolizm

Komórki laseczek Clostridium są różnej wielkości, 
barwią się gramdodatnio lub gramzmiennie oraz two-
rzą przetrwalniki. Przetrwalniki są owalne lub kuliste. 
Kolonie tych laseczek są dość duże, płaskie, okrągłe 
lub owalne, brzeg mogą mieć równy lub postrzępiony, 
powierzchnię matową, szorstką, barwę szarawą do sza-
rożółtawej. Długość komórek wynosi średnio 0,5–5 µm, 
a szerokość 0,3–2,0 µm. Kształt komórek bywa zmienny 
i uwarunkowany jest czynnikami środowiskami. Bak-
terie należące do tego rodzaju są beztlenowcami, nie 
wytwarzają katalazy [70]. Komórki są ruchliwe, urzę-
sione peritrichalnie. Optymalna temperatura wzrostu 
większości gatunków tego rodzaju mieści się między 
30–40°C. Wśród klostridiów są również gatunki ter-
mofilne, dla których optymalna temperatura wzrostu 
wynosi 60 i 75°C. Gatunki te mają szczególne znacze-
nie w procesach przemysłowych i biotechnologicznych, 
ponieważ prowadzone przez nie procesy zachodzą 
szybko, a enzymy tych bakterii wykazują dużą stabil-
ność. Wśród klostridiów znajdują się także gatunki, 
które nie wykazują typowych cech morfologicznych dla 
tego rodzaju. Należą do nich Cl. coccoides, które tworzą 
okrągłe komórki, Cl. perfingens, Cl. leptum, Cl. barati 
i Cl. spiroforme, u których nie wykryto przetrwalników, 
Cl. tertium, Cl. carnis, Cl. histolyticum i  Cl. intestinalis 
wzrastające w warunkach tlenowych [85].

Klostridia wykazują intensywny metabolizm fer-
mentacyjny, wykorzystując takie substraty jak mono-
sacharydy, disacharydy i polisacharydy. Do głównych 
produktów fermentacji prowadzonej przez te bakterie 
należą kwas octowy, masłowy, mlekowy, mrówkowy, 
etanol, butanol, CO2, H2 i NH3. Na tej podstawie bakterie 
te można podzielić na gatunki sacharolityczne, które fer-
mentują głównie mono- i polisacharydy (m.in Cl. cello-
bioparum, Cl. cellulovorans, Cl. butyricum, Cl. acetobuty-
ricum, Cl. aceticum, Cl. stercorarium) oraz proteolityczne 
fermentujące białka i aminokwasy (m.in. Cl. sporogenes, 
Cl. bifermentans, Cl. kluyveri, Cl. acidiurici) [69]. 

2.2. Chorobotwórczość

Rodzaj Clostridium obejmuje ponad 100 gatunków. 
Wśród nich znajduje się około 35 gatunków patogennych 
wytwarzających egzotoksyny, między innymi Cl. bo - 

tu linum, Cl. perfingens, Cl. tetani, Cl. barati, Cl. haemo-
lyticum, Cl. novyi, Cl. septicum, Cl. chauvoei oraz Cl. dif-
ficile [70]. 

Najbardziej znanym patogenem z rodzaju Clostri-
dium jest Cl. botulinum powodujący botulizm. Chorobę 
tę można podzielić na 6 typów – botulizm pochodze-
nia pokarmowego, czyli klasyczny, botulizm przyranny, 
botulizm niemowląt, botulizm pochodzenia jelito- 
wego dorosłych, botulizm inhalacyjny i botulizm jatro-
genny. W Polsce, w 2004 roku zarejestrowano 53 przy- 
padki botulizmu pochodzenia pokarmowego. Natomiast 
botulizm przyranny został po raz pierwszy opisany 
w 1951 roku. Od tego roku do końca lat 90. XX wieku 
ponad 90% zachorowań zostało rozpoznanych w USA. 
Od 1988 roku odnotowano duży wzrost liczby nowych 
przypadków wśród osób zażywających narkotyki 
w iniekcjach. Objawy kliniczne botulizmu przyrannego 
są takie same, jak zatrucia jadem kiełbasianym pocho-
dzenia pokarmowego. Botulizm niemowląt jest następ-
stwem połknięcia zarodników Cl. botulinum, które kieł-
kują tworząc formy wegetatywne zdolne do namnażania 
się i produkcji neurotoksyny botulinowej w świetle jelita 
grubego. Zachorowania występują począwszy od pierw-
szych dni życia [11, 70]. 

Cl. tetani wywołuje różne odmiany tężca (m.in. miejs - 
cowy oraz uogólniony). Zakażenie następuje podczas 
urazów penetrujących skażonych glebą, warunkujących 
rozwój beztlenowy – drobnoustrój zaczyna wydzielać 
toksynę, która drogą aksonalną dociera do rdzenia krę-
gowego, w którym zaburza działanie hamujące neuro-
nów wstawkowych [11, 85].

Laseczki Cl. difficile są przyczyną szpitalnych zaka- 
żeń pokarmowych. Szczepy, które wykazują działa-
nie chorobotwórcze wytwarzają dwie różne toksyny 
białkowe silną cytotoksynę oraz wywołującą biegunki 
enterotoksynę, które uwalniane są przez komórki wege- 
tatywne. Bakterie te są także przyczyną 25% wszyst- 
kich biegunek rozwijających się po doustnym podaniu 
antybiotyków [11].

Bakterie Cl. perfingens wywołują zgorzel gazową oraz 
są powodem silnych zatruć pokarmowych związanych 
z  uwalnianiem z komórek wegetatywnych enterotok-
syn. W rozwoju zgorzeli gazowej uczestniczą także inne 
gatunki Clostridium, m.in. Cl. novyi i Cl. septicum [85].

3. Przemysłowe wykorzystanie Clostridium spp.

3.1. Biosynteza acetonu, butanolu i innych
 rozpuszczalników

Niektóre szczepy rodzaju Clostridium posiadają 
zdolność do produkcji substancji o wartościach roz-
puszczalników. Są nimi aceton, butanol i etanol, między 
innymi Cl. acetobutylicum, Cl. pasteurianum, Cl. beije-
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rinckii, Cl. saccharoperbutylacetonicum i Cl. saccharo-
bu tylicum [41, 48]. Najlepiej poznanym szczepem 
nale żącym do tej grupy jest Cl. acetobutylicum, a ace-
tonowo-butanolowa fermentacja prowadzona przez te 
bakterie stanowiła przez długi czas podstawę dla pro-
dukcji tych rozpuszczalników na skalę przemysłową [2, 
44]. Wśród Cl. beijerinckii znajdują się szczepy, które 
oprócz butanolu produkują także izopropanol [15, 30]. 
Cl. pasteurianum fermentuje natomiast węglowodory do 
butanolu, acetonu, dwutlenku węgla oraz cząsteczko-
wego wodoru [19, 34]. 

Produkcja acetonu, butanolu i etanolu poprzez fer-
mentację stosowana jest od wielu lat. Szczególne zain-
teresowanie produkcją acetonu na drodze mikrobio-
logicznej zaobserwowano podczas I Wojny Światowej, 
ponieważ stosowany był on jako rozpuszczalnik nitroce-
lulozy [44]. Po wojnie znacznie spadło zainteresowanie 
produkcją acetonu, wzrosło natomiast zainteresowanie 
butanolem, ponieważ stosowany był on do syntezy 
octanu butylu, który z kolei wykorzystywany był jako 
rozpuszczalnik do lakierów samochodowych [24]. Jed-
nakże, w  latach 20. XX wieku proces produkcji wielu 
rozpuszczalników na drodze biotechnologicznej został 
zastąpiony metodami petrochemicznymi, a w latach 60. 
XX wieku fermentacja prowadzona przez Clostridium 
została całkowicie wyeliminowana z użycia w prze myśle. 
Powodem rezygnacji z  tego procesu była niska pro-
duktywność wynikająca z wolnego przebiegu procesu, 
niewielkiej wydajności oraz wysokich kosztów odzyski-
wania produktów (między innymi poprzez destylację). 
Obecnie zauważalna jest tendencja powrotu do produk-
cji rozpuszczalników metodą fermentacji. Wzrastająca 
troska o  środowisko i  konieczność uniezależnienia 
produkcji rozpuszczalników od surowców pochodzą-
cych z  przemysłu petrochemicznego, spowodowały 
wzrost zainteresowania produkcją rozpuszczalników 
z surowców naturalnych (kukurydzy, melasy sojowej, 
hydrolizatów drewna). Postęp w badaniach umożliwił 
uczynienie tej fermentacji procesem korzystnym dla 
środowiska oraz konkurencyjnym z ekonomicznego 
punktu widzenia [19, 43, 74]. Na początku XX wieku 
fermentacja tego typu stosowana była wyłącznie do pro-
dukcji etanolu. Jednakże w kolejnych latach była wyko-
rzystywana również do produkcji pozostałych metabo-
litów (butanolu i acetonu) [63, 74, 84]. Butanol stanowi 
dodatek do paliwa, który umożliwia znaczną redukcją 
wydzielanego dymu [54]. 

W hodowli dolewowej klostridiów produkujących 
rozpuszczalniki wyróżnia się dwie znaczące fazy wzro-
stu. Podczas wczesnej fazy wzrostu (faza kwasowa) 
głównie produkowane są takie metabolity, jak ace-
ton, maślan, wodór i  dwutlenek węgla, co powoduje 
spadek pH pożywki hodowlanej. W  kolejnym etapie 
hodowli następuje zmiana w  metabolizmie i  wów- 

czas produkowane są butanol, aceton/izopropanol, eta-
nol, a  także wodór i dwutlenek węgla (faza produkcji 
rozpuszczalników). pH pożywki hodowlanej wzrasta 
podczas produkcji rozpuszczalników w wyniku częś- 
ciowej reutylizacji produkowanych wcześniej kwaso-
wych produktów końcowych [46]. Badania nad bak-
teriami należącymi do Clostridium spp. pokazały, że 
w sytuacji niedoboru źródła węgla w pożywce produ-
kowane są tylko kwasy [67]. Minimalnie 10 g/l glukozy 
musi być obecne podłożu, by bakterie należące do 
Cl. saccharobutylicum mogły produkować rozpuszczal-
niki [62]. W przypadku Cl. acetobutylicum nawet jeżeli 
w pożywce hodowlanej znajduje się mniej niż 10 g/l 
glukozy w hodowli dolewowej oraz mniej niż 4 g/l 
w okresowo-dolewowej, rozpuszczalniki są normalnie 
produkowane [27, 46]. 

Oprócz reakcji glikolitycznych, szlak metaboliczny 
produkcji kwasów i rozpuszczalników dzieli sekwencję 
następujących po sobie reakcji między pirogronianem 
i butyrylo-CoA [46]. Podczas fazy produkcji kwasów, 
aceton produkowany jest z  acetylo-CoA, a  maślan 
z butyrylo-CoA. Produkcja ta odbywa się poprzez dwa 
analogiczne szlaki, podczas których powstaje jedna 
cząsteczka ATP na każdą reakcję. Podczas produkcji 
rozpuszczalników, acetylo-CoA i butyrylo-CoA funk-
cjonują jako kluczowe czynniki pośrednie do produk-
cji etanolu i butanolu. Acetylo-CoA stanowi kluczowy 
czynnik pośredni dla syntezy acetonu. U  niektórych 
szczepów Cl. beijerinckii i Cl. aurantibutyricum aceton 
jest w późniejszych etapach redukowany do izopropa-
nolu. Zarówno dehydrogenaza aldehydowa, jak i dehy-
drogenaza alkoholowa są niezbędne do produkcji alko-
holi. Pomiary aktywności dehydrogenazy aldehydowej 
pokazały, że enzym ten jest zdolny do syntezy dwóch 
aldehydowych półproduktów –  aldehydu butylowego 
i  aldehydu octowego, które są niezbędne do wytwa-
rzania butanolu i  etanolu przez Cl. saccharobutylicum 
i Cl. beijerinckii [32, 46]. Szlak metaboliczny produkcji 
kwasów i rozpuszczalników przez Clostridium sp. przed-
stawiony został na Rys. 1.

Potencjał tanich surowców rolniczych może być wy- 
korzystany tylko wówczas, jeżeli stosowane będą nowo-
czesne technologie biokonwersji do związków będących 
pochodnymi paliw. Wydajność produkcji rozpuszczal-
ników w tradycyjnym reaktorze jest niska i  wynosi 
0,1–0,3 l–1h–1. Ponadto wymagane są duże zbiorniki fer-
mentacyjne oraz długie procesy fermentacji. Naukowcy 
nieustannie poszukują rozwiązań tych problemów. 
Jednym z nich jest zastosowanie immobilizowanych 
komórek Cl. beijerinckii w procesie fermentacji w celu 
intensyfikacji produkcji rozpuszczalników [74]. Stoso-
wać z powodzeniem można dwie techniki immobilizacji 
adsorpcję oraz pułapkowanie wewnątrz karagenu i chi-
tozanu [29] oraz alginianu wapnia [54].
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3.2. Synteza 1,3-propanodiolu

W ostatnich latach znacznie wzrosło zaintereso-
wanie wykorzystaniem bakterii należących do Clo-
stridium spp. w produkcji 1,3-propanodiolu (1,3-PD). 
Spośród tej grupy mikroorganizmów najczęściej do 
produkcji tego diolu stosuje się takie szczepy, jak mię-
dzy innymi Cl. diolis, Cl. acetobutylicum, Cl. butylicum, 
Cl. perfingens, Cl. butyricum, Cl. pasteurianum [8, 57]. 
Wśród nich bardzo ważną rolę odgrywa Cl. butyricum 
– charakteryzuje się on wysoką produktywnością oraz 
małymi wymaganiami podczas hodowli [14, 23]. Pod-
czas produkcji 1,3-PD przez Cl. pasteurianum produ-

kowane są także inne metabolity, etanol, kwas octowy 
oraz butanol [10, 47]. 

1,3-PD zidentyfikowany został w 1881  roku przez 
A u g u s t a  F r e u n d a  podczas fermentacji prowa-
dzonej przez Cl. pasteurianum. Produktami w takiej 
fermentacji są także butanol, etanol i kwas octowy [8]. 
Klostridia fermentujące glicerol do 1,3-PD zostały nato-
miast opisane dopiero w roku 1983 [9]. 1,3-PD posiada 
szerokie zastosowanie w przemyśle, między innymi sta-
nowi wartościowy półprodukt w produkcji polimerów 
(między innymi poliestrów, polieterów oraz poliureta-
nów), smarów, kosmetyków, związków pierścieniowych, 
a także w medycynie [9, 68]. Materiały powstałe z reakcji 

Rys. 1 Szlak metaboliczny produkcji kwasów i rozpuszczalników przez Clostridium beijerinckii
Enzymy katalizujące reakcję: 1) oksydoreduktaza pirogronian/ferredoksyna; 2) tiolaza; 3) dehydrogenaza 3-hydroksymaślano-CoA; 4) krotonaza; 
5) dehydrogenaza maślano-CoA; 6) fosfotransacetylaza; 7) kinaza octanu; 8) fosfotransbutyrylaza; 9) kinaza maślanu; 10) dehydrogenaza aldehydu; 
11) dehydrogenaza alkoholowa; 12) transferaza acetoacetylo-CoA:octan/maślano-CoA; 13) dekarboksylaza acetooctanu; 14) dehydrogenaza alkoholowa; 

15) dehydrogenaza aldehydu; 16) dehydrogenaza alkoholowa



PRZEMYSŁOWE WYKORZYSTANIE BAKTERII Z RODZAJU CLOSTRIDIUM 19

polimeryzacji 1,3-PD charakteryzują się wysokim bez-
pieczeństwem przemysłowym, wysoką specyficznością, 
a ponadto stosunkowo niską ceną [51]. 

W ostatnich latach znacznie wzrosło zainteresowa-
nie biotechnologiczną produkcją 1,3-PD z glicerolu 
będącego produktem ubocznym z produkcji biodiesla. 
W  2010  roku produkcja biodiesla w Polsce osiągnęła 
poziom 1,5 mln ton. Równocześnie powstał problem 
z  zagospodarowaniem 300 tys. ton fazy glicerynowej, 
której zbyt istotnie wpływa na cenę biopaliwa. Zastoso-
wanie odpadowego glicerolu do produkcji przemysłowo 
użytecznych metabolitów, w tym 1,3-PD, z jednej strony 
umożliwi utrzymanie cen biopaliwa na niższym pozio-
mie, z  drugiej zaś strony da możliwość pozyskiwania 
ważnych metabolitów z tanich surowców [51]. Wybrane 
przykłady syntezy 1,3-PD z odpadowego oraz czystego 
glicerolu przez szczepy Clostridium zostały przedsta-
wione w tabeli I.

3.3. Produkcja kwasów

Bakterie z rodzaju Clostridium wykazują także zdol-
ność syntezy kwasów, między innymi bursztynowego, 
octowego, masłowego, propionowy i mlekowego [40, 
65, 87]. Kwas masłowy znajduje szerokie zastosowa-
nie w przemyśle chemicznym (do syntezy polimerów 
butyrylowych), farmaceutycznym, a ponadto stoso-
wany jest w technologii spożywczej do wzmacniania 
masłowej nuty smakowej w produktach spożywczych 
[61, 89, 91]. Estry kwasu masłowego znajdują także 
zastosowanie jako składniki aromatyczne w produkcji 
perfum [89]. Kwas masłowy wytwarzany jest głównie 
poprzez oksydację aldehydu butyrylu otrzymywanego 
w  wyniku oksosyntezy propylenu [89]. Obecnie jed-
nak, obserwuje się wzrost zainteresowania produkcją 
tego metabolitu z  biomasy poprzez fermentację [91]. 
Znanych jest wiele rodzajów bakterii beztlenowych 
produkujących kwas masłowy jako główny produkt fer-
mentacji, między innymi Butyrvibrio, Butyribacterium, 
Sarcina, Eubacterium, Fusobacterium oraz Megasphera. 
Jednakże, w przemyśle zdecydowanie preferowane do 

tego celu są szczepy należące do Clostridium spp. (m.in. 
Cl. butyricim, Cl. beijerinckii, Cl. populeti, Cl. thermobu-
tyricum i Cl. tyrobityricum) [90–91]. Zaletą tych bak-
terii jest umiejętność fermentowania ksylozy, co czyni 
je szczególnie przydatnymi w produkcji kwasu masło-
wego z biomasy [90]. Spośród bakterii należących do 
Clostridium dobrym producentem jest Cl. tyrobutyri-
cum. Bakterie te mają małe wymagania pokarmowe, 
a przy tym wykazują znaczną wydajność syntezy kwasu 
masłowego o wysokiej czystości. Jednakże, tak jak inne 
bakterie kwasogenne, bakterie kwasu masłowego pod-
legają inhibicji zwrotnej [89]. 

Kwas octowy stosowany jest m.in do produkcji 
sztucznego jedwabiu, leków, niepalnej taśmy filmo-
wej, kwasu chlorooctowego, octanów, karboksyme-
tylocelulozy, octanu celulozy, jako ocet spożywczy do 
konserwacji żywności. Nowe przemysłowe zastoso-
wania kwasu octowego obejmują produkcję octanu 
wapniowo-magnezowego jako niekorozyjnego środka 
topiącego lód na drogach oraz octan potasu i octan 
sodu jako środka topiącego lód na pasach startowych 
na lotniskach. Substancje te są ekologiczne, ale bardzo 
kosztowne. Dlatego też poszukuje się tanich metod pro-
dukcji kwasu octowego oraz octanu poprzez beztlenową 
fermentację surowców odnawialnych (m.in. glukozy, 
biomasy drzewnej, odpadów z przemysłu spożywczego). 
Spośród szczepów Clostridium do produkcji kwasu octo-
wego zdolne są m.in. Cl. thermoaceticum oraz Cl. for-
micoaceticum (mikroorganizm zdolny do fermentacji 
fruktozy do kwasu octowego). Kwas octowy jest również 
często produktem ubocznym podczas otrzymywania 
innych metabolitów, np. 1,3-PD w wyniku fermentacji 
glukozy za pomocą Cl. butyricum oraz kwasu propiono-
wego w wyniku fermentacji z udziałem Cl. propionicum 
[36, 40, 76, 81].

Kwas propionowy stosowany jest w przemyśle jako 
konserwant przedłużający zdatność do spożycia pro-
duktów spożywczych, działając jako inhibitor pleśni 
i niektórych bakterii [88]. Metabolit ten otrzymywany 
jest dla przemysłu spożywczego głównie w wyniku syn-
tezy chemicznej. Powodem tego jest niska wydajność 

1,3-Propanodiol (48 g/l, Y = 0,66) Octan, maślan Odpadowy glicerol Clostridium butyricum F2b [72, 73]
1,3-Propanodiol (30,5 g/l, Y = 0,61) Octan, maślan Odpadowy glicerol Clostridium acetobutylicum DG1 (pSPD5) [31]
1,3-Propanodiol (86 g/l, Y =  0,65) Octan, maślan Czysty glicerol Clostridium acetobutylicum DG1 (pSPD5) [35]
1,3-Propanodiol (66,6 g/l, Y = 0,69) Maślan Czysty glicerol Clostridium butyricum VPI3266 [31, 79]
1,3-Propanodiol (63,4 g/l, Y = 0,69) Octan, maślan Odpadowy glicerol Clostridium butyricum CNCM1211 [4]
Butanol 1,3-Propanodiol, Czysty glicerol Clostridium pasteurianum DSM525 [10]
 etanol, maślan, octan

Tabela I
Wybrane przykłady syntezy 1,3-PD z odpadowego oraz czystego glicerolu przez wybrane szczepy Clostridium

Y = mol produktu/mol glicerolu

Produkt Produkty uboczne Substrat Szczep Piśmien-
nictwo
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produkcji na drodze fermentacji. Jednakże, opracowanie 
wydajnej technologii fermentacji propionowej, uczyni-
łoby technikę tę mocno konkurencyjną dla syntezy che-
micznej. Kwas propionowy produkowany jest głównie 
przez bakterie należące do Propionibacterium spp. oraz 
przez Cl. propionicum, mikroorganizm wyizolowany 
z  mułu morskiego. Cl. propionicum produkuje kwas 
propionowy prowadząc rozkład mleczanu, akrylanu 
i  pirogronianu. Podczas tego procesu powstają także 
kwas octowy oraz dwutlenek węgla [40, 52]. Ponadto, 
znane są także inne szczepy zdolne do syntezy kwasu 
propionowego, tj. Cl. haemolyticum, Cl. novyi, Cl. botu-
linum typ C i D, Cl. quericolum oraz Cl. arcticum [7].

3.4. Produkcja wodoru

Wodór uważany jest za jeden z istotniejszych nośni-
ków energii i określany mianem paliwa XXI wieku. 
Wodór stanowi czyste źródło energii, gdyż jedynym pro-
duktem jego spalania jest woda. Kolejną zaletą wodoru 
jest fakt, że stanowi on bardzo wydajne źródło energii 
o  energii właściwej równej 33 Whg–1. Pierwiastek też 
może być przekształcany w energię w silnikach spali-
nowych oraz w chemicznych ogniwach paliwowych. 
Wchodzi także w skład paliw rakietowych [82]. Obecnie 
90% wodoru jest produkowane z metanu albo w wyniku 
elekrolizy wody. Zużycie wodoru stanowi zaledwie 3% 
całkowitego zużycia energii [58].

Wodór wytwarzany jest głównie metodami chemicz-
nymi [17]. Jednakże, w ciągu ostatnich dwudziestu lat 
prowadzonych było wiele badań dotyczących biolo-
gicznych procesów produkcji wodoru. Opisano między 
innymi pośrednią i bezpośrednią biofotolizę, fotofermen-
tację oraz ciemną fermentację [58]. Obiecującym rozwią-
zaniem dla biologicznej produkcji wodoru jest fermen-
tacja wodorowa. Przebiega ona zarówno w warunkach 
mezofilnych, termofilnych oraz ekremotermofilnych. 
Podczas przemian metabolicznych prowadzących do 
wytworzenia wodoru z glukozy, glukoza rozkładana 
jest w szlaku glikolizy do pirogronianu. Powstające 
elektrony przenoszone są na NAD. Pirogronian zostaje 
utleniony przez oksydoreduktazę pirogronian:ferredok-
syna do acetyl-CoA i dwutlenku węgla. Elektrony prze-
noszone są na ferredoksynę. Wodór produkowany jest 
przez hydrogenazę, która katalizuje redukcję protonów 
wykorzystując elektrony z  ferredoksyny. Wytwarzanie 
wodoru kontrolowane jest termodynamicznie przez 
stężenie wodoru cząsteczkowego [82, 86]. 

Spośród wielu mikroorganizmów zdolnych do wy+ 
twarzania wodoru, najbardziej powszechnie stosowane 
są beztlenowe kwasogenne bakterie (Cl. acetobutylicum 
oraz Cl butyricum), względne beztlenowce (Entero-
bacter aerogenes i Enterobacter cloacae) oraz fotosyn-
tetyczne bakterie (Rhodobacter sphaeroides i R. capsu- 
latus) [16–17]. 

Ciekawą grupę mikroorganizmów zdolnych do bio-
syntezy wodoru stanowi Clostridium spp. Klostridia 
kwalifikuje się jako proteolityczne albo sacharolityczne 
w zależności od substratów, które fermentują. Typ pro-
teolityczny zdolny jest do degradacji białek i aminokwa-
sów. Bakterie sacharolityczne fermentują węglowodany 
i  są zdolne do wytwarzania większych ilości wodoru. 
Przykładem tej grupy jest Cl. butyricum. Głównym pro-
duktem fermentacji u tych bakterii jest kwas masłowy, 
a jako produkty uboczne powstają CO2, octan i wodór. 
Reakcja fermentacji wodorowej wygląda następująco:

C12H22O11 + 5 H2O → 4 CH3COOH + 4 CO2 + 8 H2
C12H22O11 + H2O → 2 CH3CH2CH2COOH +
+ 4 CO2 + 4 H2 [49]

Identyczny szlak występuje u ponad 50% poznanych 
bakterii z rodziny Clostridium. Istnieją jednak w tej gru-
pie mikroorganizmów także szczepy zdolne do produkcji 
wodoru nie tylko z glicerolu, ale także z ksylozy (Cl. tyro-
butyricum), [61] oraz szczepy wytwarzające wodór z sub-
stratów celulozowych (Cl. thermocellum) [58].

 Typowy schemat wytwarzania wodoru przez klostri-
dia przedstawiony został na Rys. 2.

3.5. Inne metabolity

Bakterie z rodzaju Clostridium posiadają specy-
ficzne uzdolnienia biochemiczne. Pełnią pożyteczną 
rolę w przyrodzie biorąc udział w mineralizacji gleby 
i przetwarzaniu materii organicznej. Ponadto, produkty 
fermentacji stanowią źródło pokarmu i energii dla wielu 
mikroorganizmów bytujących w glebie. Bardzo ważną 
cechą tych bakterii jest zdolność asymilacji azotu atmo-
sferycznego w warunkach beztlenowych. Gatunki pro-
teolityczne tych bakterii poprzez fermentację pektyn 
rozluźniają strukturę tkankową roślin ułatwiając oddzie-

Rys. 2. Schemat wytwarzania wodoru przez klostridia
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lenie włókien celulozowych, co czyni je przydatnymi we 
wstępnym oczyszczaniu lnu i konopi [69].

W literaturze pojawiły się doniesienia o wykorzysta-
niu bakterii należących do Clostridium spp. w celu pro-
dukcji bakteriocyn. Taką zdolność posiada Cl. botulinum. 
Mikroorganizm ten jest silnym patogenem, wytwarzają-
cym niebezpieczne toksyny. Okazało się jednak że jest on 
także zdolny do wytwarzania bakteriocyn [26].

4. Wykorzystanie bakterii z rodzaju Clostridium
 w medycynie i kosmetyce

Oczyszczona neurotoksyna typu A-G (NTX) produ-
kowana przez Cl. botulinum stosowana jest w trudności 
leczenia trzymania moczu wynikających z przewlekłej 
nadmiernej aktywności mięśnia wypierającego pęcherz. 
Masa molekularna neurotoksyny A-G wynosi 150 kDa. 
W hodowlach płynnych oraz w żywności o kwasowym 
pH neurotoksyny te złączone są z  czynnikiem nieto-
ksycznym i tworzą duży kompleks zwany prekurso-
rem toksyn (PTX). Typy A i B PTX są stosowane także 
w  leczeniu zeza, kurczów powiek, oczopląsu, skurczu 
mięśni twarzy, bezgłosu skurczowego i  wielu innych 
dystonii w tym także szyjnych. Taka terapia jest bardzo 
skuteczna, jednakże występuje poważny problem zwią-
zany z wytwarzaniem przeciwciał anty-PTX zawierają-
cych anty-NTX przez niektórych pacjentów po przebytej 
chorobie [38, 55–56, 59]. Pojawiają się także doniesienia 
dotyczące zastosowania toksyn botulinowych w leczeniu 
syndromu suchego oka oraz tzw. syndromu krokodylich 
łez. W pierwszym przypadku toksyny te powodują pora-
żenie mięśnia pierścieniowatego oka, co uniemożliwia 
wypływanie łez z oka na policzek (łzy pozostają w worku 
spojówkowym) [21, 33, 83]. Syndrom krokodylich 
łez powodowany jest przez nadmierną regenerację 
gruczołu nerwu łzowego. Terapia polega na wstrzykiwa-
niu w to wyznaczone miejsce preparatu toksyny botu-
linowej. W  obu przypadkach terapia przynosi bardzo 
dobre rezultaty [83]. 

W celach terapeutycznych wykorzystywane są nie 
tylko metabolity bakterii należących do Clostridium 
spp., ale także całe komórki bakteryjne. W badaniach 
klinicznych wykazano, że mogą być one wykorzysty-
wane jako czynniki probiotyczne przeciwko krwotokom 
wewnętrznym powodowanym przez enterokrwotoczne 
szczepy Escherichia coli. Ponadto, inhibitują one wzrost 
Cl. difficle, Salmonella typhimurium i Vibrio spp. [71, 75].

W ostatnich latach pojawiły się doniesienia o wyko-
rzystaniu rekombinowanych przetrwalników Clostri-
dium spp. w terapii nowotworów. Niepatogenne klo-
stridia takie, jak Cl. acetobutylicum stosowane są jako 
specyficzne wektory do wybiórczego wybarwiania 
terapeutycznych białek dla litych guzów [71, 78]. Ich 
specyficzność dla komórek litych guzów oparta jest na 

martwiczej, pozbawionej tlenu naturze takich guzów. 
Rekombinowane przetrwalniki, niosące informację 
genetyczną dla rekombinowanych białek wstrzykiwane 
są do chorego organizmu. Zdrowe jego tkanki są dobrze 
natlenione i uniemożliwiają kiełkowanie i wzrost ściśle 
beztlenowych bakterii. Jednakże sąsiedztwo komórek 
nowotworowych, które pozbawione są tlenu, umożliwia 
kiełkowanie spor i proliferację przez komórki wegeta-
tywne kosztem jedynie komórek martwiczych. W ten 
sposób dochodzi do ekspresji białek terapeutycznych, 
które niszczą komórki nowotworowe. Obecnie badane 
są dwie różne ścieżki: enzymy przekształcające nieszko-
dliwe proleki w leki wysoce toksyczne [28, 71, 73] oraz 
cytokiny takie jak czynniki martwicze guza [64, 71].

W medycynie stosowane są także liczne enzymy pro-
dukowane przez Clostridium, między innymi amylazy, 
celulazy, pektynazy, pullulanazy i proteinazy. Enzymem 
szczególnie ważnym dla celów medycznych jest pro-
dukowana przez Cl. histolyticum kolagenaza. Kolagen 
stanowi 75% suchej masy tkanki skórnej, dlatego też 
daje bardzo dobre efekty w leczeniu ubytków skórnych 
powstałych między innymi wskutek poparzeń [71]. 

Klostridia znajdują zastosowanie także w kosmetyce 
[50] oraz w medycynie estetycznej. Po raz pierwszy tok-
syny botulinowe do leczenia zmarszczek mimicznych 
zostały zastosowane w  roku  1980. Terapia taka jest 
bardziej skuteczna od innych, a ponadto uniemożliwia 
powstawanie nowych zmarszczek. Wyraźną poprawę 
napięcia skóry twarzy obserwuje się u około 90% pacjen-
tów. Pierwszy efekt przy takiej terapii obserwowany jest 
już po 1–4 dniach, a maksymalny po 2–3 tygodniach. 
Efekt ostateczny otrzymuje się natomiast po 3–6 mie-
siącach terapii. Zmarszczki mimiczne powstają przede 
wszystkim w wyniku intensywnej pracy mięśnia czoło-
wego, mięśni marszczących brwi oraz mięśnia podłuż-
nego. Terapia polega na wstrzykiwaniu do tych mięśni 
różnych dawek toksyny botulinowej. Preparaty tok-
syny botulinowej stosowane są także w innych celach 
w kosmetyce i medycynie estetycznej, między innymi 
wstrzykiwane są w miejsca ran w celu uniemożliwie-
nia powstawania blizny oraz przyspieszenia regeneracji 
uszkodzonej skóry. Preparaty te stosowane są także do 
usuwania zbędnego owłosienia oraz do chemicznej lipo-
sukcji [1, 5–6, 20–21, 37, 45, 50, 60].

5. Podsumowanie

Rodzaj Clostridium obejmuje wiele gatunków, które 
wykazują szeroki zakres cech biochemicznych i fizjolo-
gicznych, które z jednej strony odpowiadają za patogen-
ność tej grupy, a z drugiej umożliwiają ich przemysłowe 
wykorzystanie. Klostridia mogą być one stosowane mię-
dzy innymi do produkcji kwasów i rozpuszczalników. 
Nawet szczepy patogenne (m.in. Cl. botulinum), są coraz 



22 KATARZYNA LEJA, KATARZYNA CZACZYK, KAMILA MYSZKA

częściej wykorzystywane w  medycynie, w  terapiach 
nowotworów, a także w kosmetologii w celu usuwania 
zmarszczek. Te pozytywne aspekty bakterii z  rodzaju 
Clostridium powodują, że nieustannie wzrasta zainte-
resowanie stosowaniem ich w różnych gałęziach prze-
mysłu. Należy uzmysłowić społeczeństwu, że bakterie te 
nie są jedynie producentami toksyn ani wrogiem ludz-
kości, ale mają wiele pozytywnych cech, których umie-
jętność wykorzystania może w przyszłości przynieść 
wiele korzyści, a także ratować życie ludzkie. 
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1. Wprowadzenie

Nieustający wzrost zanieczyszczenia środowiska 
oraz poprawa świadomości ekologicznej społeczeń-
stwa sprawiają, że prowadzone są liczne badania doty-
czące zarówno biologicznego rozkładu ksenobiotyków, 
jak i biosyntezy, jako bezpiecznej i naturalnej metody 
produkcji związków, wykorzystywanych w różnych 
gałęziach przemysłu. Kwas wanilinowy jest surowcem 
odnawialnym i obok kwasu ferulowego stanowi główny 
produkt niecałkowitego, mikrobiologicznego rozkładu 
ligniny. Jednocześnie jest metabolitem pośrednim 
katabolizmu i anabolizmu waniliny, powszechnie sto-
sowanego dodatku do żywności. Praca jest przeglądem 
piśmiennictwa, dotyczącego udziału mikroorganizmów 
w różnych przemianach kwasu wanilinowego. 

Kwas wanilinowy, czyli kwas 4-hydroksy-3-metoksy-
benzoesowy, należy do grupy związków aromatycznych, 
spotykanych naturalnie u roślin. Występuje w dużych 
ilościach w nasionach pnączy wanilii Vanilla planifo-
lia, jak również w wielu innych warzywach i owocach, 
takich jak: winogrona, pomidory, czarne porzeczki, 
borówki, ziarna pszenicy i soi [11, 20]. Obecność kwasu 
wanilinowego stwierdzono również w liściach wielu 

roślin m.in. Adenostoma i Arctostaphylos, charaktery-
stycznych dla makii kalifornijskiej, u których pełni on 
funkcję inhibitora kiełkowania nasion traw i innych 
roślin zielonych. Obecność kwasu wanilinowego wyka-
zano również w  glebie w miejscu występowania tych 
roślin, co świadczy o niskim stopniu transformacji tego 
związku przez mikroorganizmy glebowe [14].

Kwas wanilinowy wykazuje właściwości przeciwutle-
niające i antymutagenne. Aktywność antyoksydacyjna 
kwasu wanilinowego wynika z obecności pierścienia 
fenolowego, podstawionego w pozycji para i jest dodat-
kowo wzmocniona obecnością grupy metoksy w pozy-
cji orto w stosunku do podstawnika hydroksylowego. 
Wykazano, że na aktywność przeciwutleniającą kwasu 
wanilinowego, podobnie jak innych pochodnych kwasu 
benzoesowego i cynamonowego, wpływa estryfikacja, 
a właściwości redukcyjne są wyższe dla formy wolnej 
niż metylowanego estru [33, 34]. Ze względu na obec-
ność grupy metoksy (alkoksylowej) w pozycji meta pier-
ścienia aromatycznego kwas wanilinowy jest silniejszy 
niż kwas benzoesowy, co można tłumaczyć efektem 
indukcyjnym, powodującym wyciąganie elektronów ze 
względu na elektroujemność atomu tlenu, bezpośrednio 
połączonego z pierścieniem aromatycznym (Rys. 1) [21]. 
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2. Mikrobiologiczny rozkład kwasu wanilinowego

Lignina jest aromatyczną substancją wielkocząstecz-
kową, zapewniającą wytrzymałość roślinnych ścian 
komórkowych i stanowi istotną część trudno biodegra-
dowalnych odpadów przemysłu papierniczego, spożyw-
czego czy obróbki drewna. Prowadzone są liczne badania 
nad poznaniem poszczególnych etapów biotransforma-
cji ligniny oraz powstających w wyniku niecałkowitego 
rozkładu tego związku metabolitów pośrednich, takich 
jak kwas ferulowy i wanilinowy, a także możliwościami 
ich wykorzystywania w procesach biosyntezy. Tlenowa 
biodegradacja ligniny jest procesem wieloetapowym, 
w  którym uczestniczą liczne gatunki grzybów, prze-
prowadzających depolimeryzację oraz bakterii, katali-
zujących rozkład poszczególnych składników aroma-
tycznych [19, 25, 30]. Aby kontrolować biodegradację 
ligniny oraz zwiększyć wydajność poszczególnych eta-
pów procesu, konieczne jest dokładne poznanie właści-
wości biochemicznych przeprowadzających je mikro-
organizmów oraz izolacja i charakterystyka enzymów, 
katalizujących kluczowe reakcje.

Rozkład kwasu wanilinowego, jednego z istotnych 
związków aromatycznych uwalnianych w  wyniku 
częś ciowej biotransformacji ligniny, może przebiegać 
kilkoma różnymi szlakami (rys. 1). Najbardziej rozpo-
wszechnione u bakterii to demetylacja do kwasu pro-
tokatechowego, katalizowana przez demetylazę kwasu 
wanilinowego oraz nieoksydacyjna dekarboksylacja do 
gwajakolu, którą przeprowadza dekarboksylaza kwasu 
wanilinowego. Związki te są następnie metabolizowane 
poprzez rozszczepienie pierścienia aromatycznego [25, 
30]. Inną przemianą, o dużym znaczeniu przemysłowym, 
jest redukcja kwasu wanilinowego do waniliny [38].

2.1. Demetylacja kwasu wanilinowego

U bakterii zidentyfikowano dwa różne szlaki, którymi 
może przebiegać demetylacja kwasu wanilinowego do 
kwasu protokatechowego (rys. 1.A(1) i A(2)). U Pseu-
do monas sp. i Acinetobacter sp. metabolizm kwasu 
wanilinowego rozpoczyna O-demetylaza, zależna od 
NAD(P) H, należąca do oksygenaz. U innych bakterii, 
m.in. Sphingomonas paucimobilis, kwas wanilinowy 
również ulega O-demetylacji do kwasu (3,4-dihydro- 
ksybenzoesowego) 3,4-DHB, ale jest to reakcja nie-
oksydacyjna, w której kofaktorem jest tetrahydrofolian 
(H4folian) [1, 30].

Pierwszym etapem biokonwersji kwasu wanilino-
wego do 3,4-DHB, katalizowanej przez O-demetylazę 
kwasu wanilinowego, zależną od NAD(P)H, jest hydrok-
sylacja. W reakcji tej oksygenaza przyłącza jeden atom 
tlenu do węgla grupy metylowej, prowadząc do powsta-
nia niestabilnego hemiacetalu, a drugi atom tlenu jest 

włączany do cząsteczki wody. Hemiacetal ulega następ-
nie przekształceniu do 3,4-DHB i formaldehydu [28] 
(rys. 1A(1)). 

O-demetylazy kwasu wanilinowego u Pseudomonas 
sp. i Acinetobacter sp., charakteryzują się znaczną homo-
logią sekwencji, i są zbudowane z dwóch podjednostek: 
oksygenazy (VanA) oraz reduktazy (VanB). Ze względu 
na dwuczłonową budowę oraz obecność centrów żelazo-
-siarkowych typu [2Fe-2S], jak i mononukleotydu flawi-
nowego (FMN) należą do klasy IA oksygenaz. W części 
oksydacyjnej występują natomiast centra żelazo-siar-
kowe [2Fe-2S] oraz niehemowe żelazo. Elektrony nie-
zbędne w procesie hydroksylacji, przepływają ze zredu-
kowanego nukleotydu (NADH), przez FMN i centrum 
żelazo siarkowe [2Fe-2S] reduktazy do Fe2+, znajdują-
cego się w oksygenazie. Następuje tu przyłączenie tlenu 
i hydroksylacja [23, 28]. M o r a w s k i  i wsp. [23] wyka-
zali, że demetylaza kwasu wanilinowego, występująca 
u Acinetobacter sp., katalizuje wyłącznie demetylację lub 
monohydroksylację związków posiadających podstaw-
nik metoksy lub metylowy w pozycji meta w stosunku 
do grupy karboksylowej, gdyż obecność grupy karbok-
sylowej oraz podstawnika w pozycji meta jest niezbędna, 
aby przeprowadzić atak nukleofilowy [23]. 

U Comamonas testosteroni BR6020, metabolizują-
cego kwas wanilinowy, izowanilinowy oraz weratrowy, 
występują oksygenazy: VanA oraz IvaA. Za demetylację 
kwasu wanilinowego do 3,4-DHB odpowiada, podobnie 
jak u Pseudomonas sp. i Acinetobacter sp., oksygenaza 
VanA. Transport elektronów z NAD(P)H u tego szczepu, 
katalizuje oksydoreduktaza IvaB. Enzym ten wykazuje 
dużą homologię z oksydoreduktazą VanB, występującą 
u innych bakterii demetylujących kwas wanilinowy[30]. 

W reakcji demetylacji kwasu wanilinowego powstaje 
oprócz kwasu protokatechowego również formaldehyd. 
M i t s u i  i wsp. [22], w badaniach prowadzonych nad 
Burkholderia cepacia TM1 wykazali, że enzymy wią-
żące formaldehyd odgrywają istotną rolę w usuwaniu 
zanieczyszczeń, w tym transformacji kwasu wanili-
nowego. Biorąc pod uwagę szlak biokonwersji kwasu 
wanilinowego do 3,4-DHB, obecny u Pseudomonas sp., 
stwierdzili, że formaldehyd pochodzący z substratu 
wzrostowego indukuje enzymy: syntazę 3-heksulozo-
-6-fosforanową (HPS) oraz 6-fosfo-3-heksulozoizo-
merazę (PHI), zaangażowane w szlak rybulozo-mono-
fosforanowy (RuMP), odpowiedzialny za wiązanie 
i detoksykację formaldehydu. Zaobserwowali również, 
że reakcja transformacji formaldehydu jest etapem 
limitującym szybkość demetylacji kwasu wanilino-
wego w szlaku zależnym od NAD(P)H, szczególnie przy 
jego wysokim stężeniu. Fruktozo-6-fosforan, powstały 
w szlaku RuMP, jest włączany do glikolizy, napędzając 
metabolizm bakterii [22]. Metabolizm formaldehydu, 
powiązany z demetylacją kwasu wanilinowego, przed-
stawiono na rysunku 1A(1).



MIKROBIOLOGICZNE PRZEMIANY KWASU WANILINOWEGO 27

Drugim systemem enzymatycznym, transformują-
cym kwas wanilinowy do 3,4-DHB, jest aromatyczna 
O-demetylaza, zależna od tetrahydrofolianu (H4folian) 

(rys. 1A(2)). Obecność tego enzymu stwierdzono u bak-
terii anaerobowych, m.in. Acetobacterium dehalogenans 
oraz Sphingomonas paucimobilis SYK-6. W tym szlaku 

Rys. 1. Ogólny schemat biosyntezy i transformacji kwasu wanilinowego.
Enzymy katalizujące poszczególne reakcje: A O-demetylaza kwasu wanilinowego (1) zależna od NAD(P)H, (2) zależna od tetrahydrofolianu; B dekar-
boksylaza kwasu wanilinowego; C reduktaza kwasu wanilinowego; D ligaza kwas ferulowy-CoA; E dekarboksylaza kwasu ferulowego; F reduktaza; 
G(1) oksydaza eugenolowa/oksydaza alkoholu wanilinowego, G(2) dehydrogenaza alkoholu koniferylowego, G(3) dehydrogenaza aldehydu koniferylowego; 

H monooksygenaza izoeugenolu; I hydrolaza; J dehydrogenaza wanilinowa.
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transferaza metylowa I katalizuje transfer grupy mety-
lowej kwasu wanilinowego do białka korynoidowego, 
a transferaza metylowa II przeprowadza dalszą reakcję 
przeniesienia grupy metylowej na H4folian [1, 19]. Aby 
uzyskać pewność, że demetylaza kwasu wanilinowego 
u  Sphingomonas paucimobilis SYK-6 jest zależna od 
H4folianu, przeprowadzono doświadczenie, w którym 
bakterie hodowano w pożywce nie zawierającej tego 
kofaktora. W takich warunkach hodowli nie następowała 
demetylacja kwasu wanilinowego do 3,4-DHB [1, 19]. 

A b e  i wsp. [1] zidentyfikowali gen kodujący O-de- 
metylazę kwasu wanilinowego, zależną od H4folianu, 
w otwartej ramce odczytu ligM. Zidentyfikowali również 
inne geny, kodujące enzymy zaangażowane w demety-
lację kwasu wanilinowego, a katalizujące metabolizm 
tetrahydrofolianu: reduktazę 5,10-metyleno-H4folia-
nową (metF) oraz syntetazę 10-formylo- H4folianową 
(ligH). Geny metF i ligH są położone poniżej ligM 
i  wszystkie razem są transkrybowane wspólnie jako 
jeden operon [1]. Metabolizm tetrahydrofolianu przed-
stawiono na rysunku 1A(2).

2.2. Dekarboksylacja kwasu wanilinowego

Drugą, obok demetylacji, ważną przemianą kwasu 
wanilinowego jest jego nieoksydacyjna dekarboksyla-
cja do gwajakolu, katalizowana przez dekarboksylazę 
kwasu wanilinowego (rys. 1B). Reakcja ta, opisana m.in. 
u szczepów Nocardia sp. NRRL 5646 oraz Escherichia 
coli C2, nie wymaga obecności żadnych kofaktorów 
i  może przebiegać zarówno w warunkach tlenowych, 
jak i  beztlenowych [6, 7, 9]. Proces dekarboksylacji, 
przebiegający w warunkach tlenowych, u E. coli C2 jest 
jednak bardziej wydajny niż przeprowadzany w warun-
kach beztlenowych. C h a m k h a  i wsp. [6] wykazali, że 
w obecności tlenu połowa kwasu wanilinowego, znajdu-
jącego się w pożywce, ulegała dekarboksylacji w ciągu 
9 godzin, natomiast w warunkach anaerobowych proces 
ten trwał 35 godzin.

Nieoksydacyjna dekarboksylacja kwasu wanilino-
wego polega na odłączeniu grupy karboksylowej od 
struktury pierścienia aromatycznego, bez udziału czą-
steczki tlenu. D h a r  i wsp. [9], w badaniach przepro-
wadzonych z udziałem Nocardia sp. NRRL 5646, wyka-
zali, że reakcja dekarboksylacji kwasu wanilinowego do 
gwajakolu przebiega z wytworzeniem chinoidynowego 
metabolitu pośredniego [9]. Enzym katalizujący tą 
przemianę wykazuje wąską specyficzność substratową, 
a transformacji podlegają wyłącznie kwasy benzoesowe, 
podstawione grupą hydroksylową w pozycji para w sto-
sunku do grupy karboksylowej. Dodatkowo wymagany 
jest brak podstawnika w pozycji meta lub obecność 
grupy metoksy [6, 9]. 

Obecność gwajakolu stwierdzono w wielu winach. 
Wyizolowano więc mikroorganizmy znajdujące się 

w korku, którym były zamykane. Wykazano, że wystę-
puje tam wiele gatunków drożdży, grzybów nitko- 
watych i  pleśniowych oraz bakterii. Przeprowadzono 
testy na wszystkich mikroorganizmach i zaobserwo-
wano, że cztery szczepy: Streptomyces sp. A3, Strepto-
myces sp. A5, Streptomyces sp. A13 i Bacillus subtilis, 
były zdolne do dekarboksylacji kwasu wanilinowego. 
Największą wydajność biotransformacji wykazywał 
szczep B. subtilis, który po 33 h transformował około 
55,4% kwasu wanilinowego do gwajakolu, który nie 
podlegał dalszym przemianom. Dla szczepów z rodzaju 
Streptomyces, A3, A5 i A13, maksymalny poziom 
dekarboksylacji wynosił, odpowiednio, 34,4%, 40,4% 
i 53,3%, a ilość zakumulowanego gwajakolu wyno-
siła 14,3%, 20% i 27,3%. Świadczy to o zdolności tych 
szczepów do dalszej transformacji gwajakolu w szlaku 
β-ketoadypinowym [2]. 

Dekarboksylacja kwasu wanilinowego do gwaja- 
kolu jest również charakterystyczna dla grzybów Rho-
dotorula rubra oraz Sporotrichum termophile w proce-
sie biotransformacji kwasu ferulowego. U R. rubra kwas 
wanilinowy ulega też jednoczesnej demetylacji do kwasu 
protokatechowego [2, 15, 35]. Zdolność do przepro-
wadzania zarówno demetylacji, jak i dekarboksylacji 
kwasu wanilinowego, wykazuje także Streptomyces sp. 
NL15-2K, jednak u tego mikroorganizmu w danym 
momencie może funkcjonować tylko jeden szlak prze-
mian. Główną drogą transformacji kwasu wanilinowego 
u NL15-2K jest demetylacja, a szlak dekarboksylacyjny 
jest w tym momencie wyłączany. Aktywacja tego szlaku 
zachodzi wyłącznie w obecności kwasu protokatecho-
wego lub weratrowego i funkcjonuje jako zabezpiecze-
nie przed wysokim wewnątrzkomórkowym poziomem 
3,4-DHB [27].

Kwas protokatechowy oraz gwajakol, otrzymane 
w wyniku wstępnej transformacji kwasu wanilinowego, 
są następnie przekształcane do związków, które mogą 
zostać wykorzystane przez mikroorganizmy w  meta-
bolizmie podstawowym. W  warunkach tlenowych 
pierścień aromatyczny kwasu protokatechowego jest 
rozszczepiany przy udziale 3,4-dioksygenazy, 2,3-dio-
ksygenazy lub 4,5-dioksygenazy kwasu protokatecho-
wego [16]. Transformacja gwajakolu przebiega nato-
miast z  wytworzeniem katecholu jako podstawowego 
metabolitu pośredniego, którego pierścień aromatyczny 
jest rozszczepiany w szlaku orto lub meta przez dioksy-
genazykatecholowe [5]. 

2.3. Redukcja kwasu wanilinowego

Mikrobiologiczna redukcja kwasów karboksylowych 
jest procesem występującym powszechnie u  licznych 
gatunków bakterii i grzybów. Zdolność do produkcji 
waniliny z kwasu wanilinowego oraz kwasu ferulowego 
(rys. 1C, D, E), zaobserwowano m.in. u Pycnoporus 



MIKROBIOLOGICZNE PRZEMIANY KWASU WANILINOWEGO 29

cinnabarinus i szczepów z rodzaju Nocardia. Redukcję 
kwasu wanilinowego, podobnie jak innych kwasów kar-
boksylowych, katalizuje reduktaza kwasów karboksylo-
wych (Car) [4, 18, 38].

Reduktaza kwasów karboksylowych zawiera miejsce 
wiązania kwasu karboksylowego i ATP na N-końcowym 
fragmencie łańcucha polipeptydowego oraz miejsce 
wiązania NADPH + H+ i konserwatywną sekwencję, 
kodującą miejsce wiązania grupy fosfopantoteinowej 
koenzymu A w C-końcowej części enzymu. Podstaw-
nik fosfopantoteinowy jest przenoszony z CoA, przez 
transferazę fosfopantoteinową, na resztę serynową, 
występującą wewnątrz sekwencji wiążącej. Reduktaza 
kwasów karboksylowych staje się w pełni funkcjonal-
nym holoenzymem, kiedy część białkowa enzymu przej-
dzie proces fosfopantoteinylacji [38].

Podstawowy mechanizm enzymatycznej redukcji 
kwasów karboksylowych jest dwuetapowy. Cykl enzy-
matyczny rozpoczyna się od aktywacji grupy karbok-
sylowej przy udziale ATP, do wysoce reaktywnego kar-
bonylo-AMP. Reszta sulfhydrylowa fosfopantoteinowej 

grupy prostetycznej reaguje z karbonylo-AMP, elimi-
nując AMPi prowadząc do powstania tioestru, przez 
który pochodna kwasu karboksylowego jest kowalen-
cyjnie przyłączana do Car. Tioester ulega następnie 
redukcji w  C-końcowym fragmencie enzymu, przez 
NADPH + H+, uwalniając odpowiedni aldehyd i wolną 
grupę sulfhydrylo-fosfopantoteinową Car, gotową do 
przeprowadzenia kolejnego cyklu. Schemat redukcji 
kwasu wanilinowego do waniliny przedstawiono na 
rysunku 2 [18, 38, 39].

Ze względu na przemysłowe znaczenie reduk-
cji kwasu wanilinowego do waniliny prowadzone są 
liczne badania nad określeniem optymalnych warun- 
ków przebiegu procesu oraz możliwości stymulacji 
reakcji. L i  i wsp. [18] opisali biotransformację kwasu 
wanilinowego prowadzoną przez szczep Nocardia sp. 
NRRL 5646. Wykazali, że rosnące bakterie przekształ-
cały prawie cały kwas wanilinowy, dodany do pożywki 
w stężeniu 800 μg/ml, przed upływem 48 godzin do 
gwajakolu (69%) i alkoholu wanilinowego (11%). Efek-
tywną produkcję waniliny osiągnęli, izolując reduktazę 

Rys. 2. Schemat redukcji kwasu wanilinowego (1) do waniliny (4), katalizowanej przez reduktazę kwasów karboksylowych (HS-CAR). 
(2) Wanilino-AMP, (3) Kowalencyjny metabolit pośredni.
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kwasów karboksylowych i prowadząc redukcję w warun- 
kach in vitro [18]. 

Do produkcji waniliny z kwasu wanilinowego zdolny 
jest również rekombinowany szczep E. coli BL21-Codon-
Plus®(DE3)-RP/pHAT305, u którego uzyskano ekspre-
sję genów reduktazy kwasów karboksylowych (car) 
z  Nocardia sp. NRRL 5646. Rekombinowane komórki 
E. coli, posiadające geny car, przy stężeniu 4 g/l kwasu 
wanilinowego, redukowały tylko 50% substratu do 0,1 g/l 
waniliny oraz 1,5 g/l alkoholu wanilinowego. Wzrost 
efektywności transformacji zaobserwowano, uzyskując 
dodatkowo ekspresję genu ntp, kodującego transferazę 
fosfopantoteinową, również pochodzącą z Nocardia sp. 
NRRL 5646. W tym przypadku redukcja była szybsza, 
około 80% dostarczonego kwasu wanilinowego ulegało 
transformacji w czasie 8 h i  uzyskano 2,2 g/l waniliny 
oraz 0,5 g/l alkoholu wanilinowego. Najwyższą wydaj-
ność produkcji waniliny osiągnięto u E. coli BL21-Codon 
Plus®DE3)-RP/pPV2.85, zawierającej oprócz genów car 
i ntp dodatkowo gdh, gen kodujący glukozo-1-dehydro-
genazę, pochodzącą z Bacillus subtilis. Ten szczep pro-
dukował maksymalną ilość waniliny w czasie 6 h [38].

Innym mikroorganizmem zdolnym do produkcji 
waniliny z kwasu wanilinowego jest nitkowaty grzyb 
Pycnoporus cinnabarinus MUCL39533. W warunkach 
naturalnych produkcja waniliny przez ten szczep jest 
jednak niska, a głównym metabolitem jest metoksy-
hydrochinon, produkt oksydacyjnej dekarboksylacji 
kwasu wanilinowego. Wykazano jednak, że dodatek do 
pożywki celobiozy ogranicza produkcję metoksyhydro-
chinonu i wpływa na wzrost produkcji waniliny [4].

Opatentowano biotechnologiczny proces produkcji 
waniliny z rolnych produktów ubocznych. Wanilinę 
otrzymano w wyniku dwuetapowego procesu biotech-
nologicznego, łączącego biotransformację kwasu ferulo-
wego z wysłodków buraczanych do kwasu wanilinowego 
przez Aspergillus niger oraz biotransformację uzyska-
nego kwasu wanilinowego do waniliny przez Pycnoporus 
cinnabarinus. Inne rolne produkty uboczne, takie jak 
otręby ryżowe, również mogą być tanim źródłem kwasu 
ferulowego. Produkt uboczny, powstający podczas pro-
dukcji oleju z otrębów ryżowych, może być wykorzy-
stany jako źródło kwasu ferulowego, przez mieszaną 
populację grzybów A. niger CGMCC0774 i  P. cinna-
barinus CGMCC1115. Kwas ferulowy jest przekształ-
cany w kwas wanilinowy przez A. niger CGMCC0774, 
a P. cinnabarinus CGMCC1115 redukuje kwas wanili-
nowy do waniliny [17]. 

3. Synteza kwasu wanilinowego

W związku ze wzrastającym zapotrzebowaniem na 
naturalny aromat wanilinowy w przemyśle spożywczym, 
a także ograniczeniami prawnymi uniemożliwiającymi 

stosowanie substancji syntetyzowanych chemicznie 
w aromatach naturalnych, pojawiło się duże zaintere-
sowanie produkcją waniliny w procesach biotechno-
logicznych. Ponieważ kwas wanilinowy jest podsta-
wowym substratem do produkcji waniliny, dlatego 
też istotne jest poznanie procesów biotechnologicznej 
syntezy i uwalniania tego związku z ligniny. Znane są 
zdolności mikroorganizmów do produkcji pochodnych 
kwasu hydroksybenzoesowego, m.in. kwasu wanilino-
wego z  naturalnie występujących substratów, takich 
jak kwas ferulowy, eugenol i izoeugenol, na drodze 
biotransformacji. 

3.1. Synteza kwasu wanilinowego z kwasu ferulowego

Kwas ferulowy(KF) jest ważnym składnikiem ligniny, 
a wiele roślin, m.in. z rodziny Poaceae, jak np. jęczmień 
(Hordeum), pszenica (Triticum), owies (Avena) czy 
kukurydza (Zea), wykazuje zdolność do akumulacji 
dużych ilości KF w ścianach komórkowych, w formie 
wolnej lub w postaci kowalencyjnie związanej z  bio-
polimerami, takimi jak polisacharydy, alkohole triter-
penowe oraz sterole roślinne. KF występuje w dużych 
ilościach w tradycyjnych, bezwartościowych odpadach 
gospodarczych, takich jak otręby i wysłodki buraczane 
[12, 13, 24, 40].Wyizolowano wiele gatunków bakterii, 
drożdży, grzybów, a także glonów, zdolnych do syntezy 
kwasu wanilinowego, zarówno w warunkach tlenowych, 
jak i beztlenowych, na drodze jednego z trzech pod- 
stawowych szlaków transformacji kwasu ferulowego, 
których podział opiera się na przebiegu pierwszej reak-
cji. W biotransformacji KF mogą również powstawać 
inne produkty, takie jak: wanilina, 4-hydroksy-3-meto-
ksystyren, kwas p-kumarowy, alkohol wanilinowy oraz 
wanilinoamina [3, 6, 24, 36].

Pierwszy mechanizm transformacji kwasu ferulo-
wego (rys. 1D) jest analogiczny do β-oksydacji kwasów 
tłuszczowych, i przebiega z wytworzeniem waniliny 
jako metabolitu pośredniego. Szlak ten jest zależny od 
CoA. Jednym z mikroorganizmów, zdolnym do wzrostu 
w  obecności kwasu ferulowego, jako jedynego źródła 
węgla i  energii, jest Pseudomonas fluorescens. Właści-
wości te stwierdzono u szczepów AN103 oraz BF13-97. 
Pseudomonas fluorescens BF13 wytwarzał 95% kwasu 
wanilinowego (6 g/l) z kwasu ferulowego w  ciągu 
5 godzin. Aby zwiększyć produkcję kwasu wanilino-
wego, stworzono linię mutantów inercyjnych, posiada-
jących insert w genie vanA, kodującym α-podjednostkę 
demetylazy soli kwasu wanilinowego. Mutant ten został 
wykorzystany do przekształcania kwasu ferulowego do 
kwasu wanilinowego, uzyskując 0,23 g kwasu wanilino-
wego na godzinę na 1 g biomasy. W badaniach przepro-
wadzonych nad szczepem AN103, maksymalne stężenie 
kwasu wanilinowego w medium hodowlanym, 0,55 g/l, 
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stwierdzono w 16  godzinie prowadzenia hodowli. 
W pożywce nie zaobserwowano akumulacji waniliny, 
co świadczy o tym, że P. fluorescens AN103 wykazuje 
wysoką wydajność utleniania tego metabolitu [8, 24]. 

Zbadano przebieg reakcji biotransformacji kwasu 
ferulowego, prowadzącej do otrzymania kwasu wani-
linowego. Wykazano, że reakcja przeprowadzana przez 
P. fluorescens jest dwuetapowa i zależy jest od CoA, ATP 
oraz MgCl2. Pierwszym etapem transformacji KF jest 
jego aktywacja do feruilo-CoA, przeprowadzana przez 
ligazę kwas ferulowy-CoA. Podlega on następnie reakcji 
rozszczepienia łańcucha bocznego, której produktami 
są wanilina oraz acetylo-CoA. Etap ten jest całkowi-
cie zależny od CoA, ATP oraz MgCl2 (rys. 1D). Szczep 
P. fluo rescens AN103, w obecności wymienionych kofak-
torów, transformował 32% wprowadzonego do pożywki 
KF do waniliny (18%) i  kwasu wanilinowego (14%) 
przed upływem 4 godzin. Dłuższa inkubacja powo-
dowała wzrost stężenia kwasu wanilinowego i spadek 
stężenia waniliny. Rozszczepienie KF, przy braku CoA 
oraz ATP, nie następowało, natomiast niedobór MgCl2 
zmniejszał (do 10%) szybkość reakcji odszczepienia 
łańcucha bocznego. Dehydrogenaza wanilinowa, utle-
niająca wanilinę do kwasu wanilinowego jest enzymem 
zależnym od NAD+. Dodanie NAD+ do pożywki zawie-
rającej CoA, ATP oraz MgCl2, powodowało u szczepu 
AN103 dwukrotne zwiększenie ilości przekształconego 
kwasu ferulowego (do 68%), a głównym produktem roz-
padu był wówczas kwas wanilinowy [24]. 

G h o s h  i wsp. [13], badając Paecilomyces variotii 
MTCC, wykazali, że grzyby te degradują KF do kwasu 
wanilinowego na drodze tego samego szlaku przemian, 
co bakterie z gatunku P. fluorescens i osiągnęli maksy-
malne stężenie kwasu wanilinowego, 115 mg/l, stosując 
10 mM KF w pożywce, po 16 dniach inkubacji. Wyższą 
wydajność transformacji KF do kwasu wanilinowego 
zaobserwowano u Streptomyces sannanensis MTC 6637, 
a maksymalne stężenie kwasu wanilinowego, 400 mg/l, 
uzyskano, po 16 dniach prowadzenia hodowli, stosując 
jako źródło węgla KF w stężeniu 5 mM. Ilość kwasu 
wanilinowego utrzymywała się w pożywce przed długi 
czas na stałym poziomie, co pozwoliło na stwierdze-
nie, że szczep ten nie jest zdolny do dalszej transfor-
macji kwasu wanilinowego [12]. T r i p a t h i  i  wsp. 
[36] prowadząc badania nad Haematococcus pluvia-
lis uzyskali maksymalną produkcję kwasu wanilino- 
wego, 5,4 mg/l, w trzecim dniu prowadzenia hodowli, 
stosując w pożywce 1 mM KF i wykorzystując komórki 
immobilizowane. Wykazali, że algi te zdolne są do 
transformacji KF do szeregu związków, występujących 
w aromacie wanilinowym, takich jak kwas wanili-
nowy, alkohol wanilinowy, kwas protokatechowy, kwas 
p-hydrobenzoesowy, aldehyd p-hydrobenzoesowy oraz 
kwas p-kumarowy. Reakcja transformacji KF do kwasu 
wanilinowego przebiegała szlakiem zależnym od CoA. 

Podobny szlak przemian zaobserwowano u Rhodotorula 
rubra, gdzie dodatek CoA, ATP i NAD+ do ekstraktu 
komórkowego był niezbędny w konwersji kwasu feru-
lowego do kwasu wanilinowego. Badania wykazały, że 
po 22 h prowadzenia hodowli 90% wszystkich produk-
tów biotransformacji KF stanowił kwas wanilinowy, 
obserwowano jednak dalszą transformację kwasu 
wanilinowego do gwajakolu, kwasu protokatechowego 
i 4-hydroksy-3-metoksystyrenu [15]. 

W drugim szlaku syntezy kwasu wanilinowego 
z  KF (rys. 1E) pierwszym etapem jest rozszczepie-
nie C1 łańcucha bocznego KF, przeprowadzane przez 
dekarboksylazę kwasu ferulowego, z  wytworzeniem 
4-hydroksy-3-metoksystyrenu (4-winylogwajakolu). 
Zaproponowany mechanizm dekarboksylacji obejmuje 
wstępną reakcje izomeryzacji kwasu ferulowego do 
pochodnej chinonu, która następnie ulega samorzutnej 
dekarboksylacji. Mechanizm ten jest zgodny z obserwa-
cją, że grupa p-hydroksylowa jest niezbędna do procesu 
dekarboksylacji. 4-winylogwajakol ulega następnie prze-
kształceniu w kwas wanilinowy, który w wyniku nie-
oksydacyjnej dekarboksylacji przechodzi w gwajakol. 
Przemiany te nie są zależne od CoA [35].

To p a k a s  i wsp. [35] przeprowadzili badania 
nad termofilnym grzybem Sporotrichum termophile. 
Wykazali, że u tego mikroorganizmu, produkcja kwasu 
wanilinowego z  kwasu ferulowego zachodzi poprzez 
degradację łańcucha propionowego, z wytworzeniem 
4-winylogwajakolu. W  przeprowadzonych badaniach 
osiągnęli maksymalną wydajność syntezy kwasu wani-
linowego, 4024 mg/l, hodując grzyby przez pierwsze 
3 dni w pożywce zawierającej glukozę jako źródło węgla, 
a następnie dodając KF w stężeniu 60 mM. Kwas wanili-
nowy, otrzymany w wyniku transformacji, jest produk-
tem nietrwałym, obserwowano więc jego nieoksyda-
cyjną dekarboksylację do gwajakolu, zanim produkcja 
kwasu wanilinowego osiągnęła maksimum [24, 35]. 
Przemiany kwasu ferulowego do kwasu wanilinowego, 
przebiegające z wytworzeniem 4-winylogwajakolu jako 
metabolitu pośredniego, stwierdzono również u grzy-
bów białej zgnilizny Schizophyllum commune [37].

W komórkach Polyporus versicolor podczas degrada-
cji kwasu ferulowego, obok 4-winylogwajakolu wykryto 
również kwas wanilinowy, wanilinę, alkohol wanilinowy, 
gwajakol oraz katechol, a w komórkach szczepów Paeci-
lomyces variotii i Pestalotia palma rum wykazano rów-
nież metoksyhydrochinon jako produkt oksydacyjnej 
dekarboksylacji kwasu wanilinowego. Bacillus coagulans 
BK07 przeprowadzał dekarboksylację kwasu ferulowego 
do 4-winylogwajakolu, który był natychmiast konwer-
towany do waniliny i utleniany do kwasu wanilinowego. 
Kwas wanilinowy z kolei ulegał demetylacji do kwasu 
protokatechowego [29].

Trzeci mechanizm syntezy kwasu wanilinowego 
(rys. 1F) polega na skróceniu łańcucha bocznego kwasu 
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ferulowego, w wyniku czego powstaje kwas dihydroferu-
lowy (kwas 4-hydroksy-3-metoksyfenylopropionowy). 
Redukcja łańcucha bocznego rozpoczyna się od ataku 
kationu wodorkowego, pochodzącego z pochodnej chi-
nonu, zainicjowanego przez izomeryzację analogiczną 
do tej zachodzącej podczas dekarboksylacji kwasu 
ferulowego. Reakcja ta jest typowa dla organizmów 
beztlenowych, takich jak Burkholderia cepacia, Woli-
nella succinogenes, Saccharomyces cerevisiae i Lactoba-
cillus plantarum. Reakcja ta zachodzi jednak również 
w  warunkach tlenowych i przeprowadzana jest przez 
Phanerochaete chrysosporium i Pseudomonas fluorescens 
FE2. U Wolinella succinogenes kwas dihydroferulowy jest 
metabolizowany do kwasu wanilinowego, p-karboksy-
metylofenolu i kwasu homowanilinowego. U  P. fluo-
rescens zaobserwowano szlak przechodzący przez kwas 
wanilinowy i protokatechowy [26, 29].

3.2. Synteza kwasu wanilinowego z eugenolu
 i izoeugenolu

Proces otrzymywania kwasu wanilinowego oraz 
waniliny na drodze biotransformacji kwasu ferulowego 
jest najbardziej powszechny, a  zdolność do tej trans-
formacji wykazuje wiele mikroorganizmów. Zidentyfi-
kowano jednak szczepy bakteryjne produkujące kwas 
wanilinowy z  innych, tańszych pochodnych fenolu, 
takich jak eugenol oraz izoeugenol (rys. 1G, H). Euge-
nol oraz izoeugenol są składnikami olejków eterycznych. 
Eugenol może być otrzymywany na skalę przemysłową 
z drzewa goździkowego Syzygium aromaticum [27, 32].

Eugenol jest silnie toksyczny dla większości bak- 
terii, istnieją jednak szczepy zdolne do jego biotrans-
formacji. Do bakterii transformujących eugenol należą 
m.in. różne szczepy Pseudomonas, które posiadają oksy-
dazę eugenolową, enzym odpowiedzialny za pierwszy 
etap rozkładu, prowadzący do otrzymania alkoholu 
koniferylowego. Reakcję tą może również katalizować 
oksydaza alkoholu wanilinowego, enzym obecny m.in. 
u  Penicillum simplicissimum. Alkohol koniferylowy 
ulega następnie utlenieniu do aldehydu koniferylo-
wego, w  reakcji katalizowanej przez dehydrogenazę 
alkoholu koniferylowego. Dehydrogenaza aldehydu 
koniferylowego katalizuje kolejną reakcję, w  wyniku 
której powstaje kwas ferulowy. KF jest przekształcany 
w wanilinę oraz kwas wanilinowy w szlaku zależnym od 
CoA [27]. Przemiany eugenolu prowadzące do kwasu 
ferulowego, a następnie kwasu wanilinowego przedsta-
wiono na rysunku 1C, D i G.

O v e r h a g e  i wsp. [27] wyizolowali szczep Esche-
richia coli XL1-Blue, tolerujący eugenol. Konstruując 
plazmid zawierający geny oksydazy alkoholu wanili-
nowego, dehydrogenazy alkoholu koniferylowego oraz 
dehydrogenazy aldehydu koniferylowego, pochodzące 
z Penicillum simplicissium CBS 170.90, a następnie 

transformując nim wyizolowany szczep E. coli, uzyskali 
wydajną transformację eugenolu do kwasu ferulowego. 
Dalszą przemianę KF uzyskali transformując ten sam 
szczep E. coli genami kodującymi ligazę kwas ferulowy-
-CoA oraz hydratazę enoilo-CoA [27].

Pseudomonas putida I58 i Bacillus subtilis B2 są 
szczepami bakteryjnymi, transformującymi izoeuge-
nol do kwasu wanilinowego. Wykazano, że bakterie 
te wykorzystują wanilinę oraz kwas wanilinowy jako 
źródło węgla, natomiast alkohol koniferylowy, aldehyd 
koniferylowy i KF, które są intermediatami transforma-
cji eugenolu, nie były rozkładane. Wyniki te sugerują, że 
izoeugenol jest bezpośrednio przekształcany w wanilinę, 
bez wytwarzania kwasu ferulowego [10]. Transformacja 
izoeugenolu do kwasu wanilinowego, przeprowadzana 
przez P. putida I58 była bardziej efektywna niż u B. subti-
lis B2. Komórki szczepu P. putida, rosnące w optymalnej 
pożywce, zawierającej 5 g/l izoeugenolu, przekształcały 
izoeugenol do kwasu wanilinowego z wydajnością 98% 
przed upływem 40 minut. W pożywce zidentyfikowano 
znikome ilości waniliny. B. subtilis przeprowadzał tą 
reakcję wolniej, a maksymalna ilość waniliny osiągana 
była po 24 godzinach hodowli. Wydajność transforma-
cji izoeugenolu do waniliny w optymalnych warunkach 
wynosiła 14%. Obserwowano późniejsze utlenianie 
waniliny do kwasu wanilinowego [10, 32].Transforma-
cję izoeugenolu do waniliny zaobserwowali również 
S e s h a r d i  i wsp. [31] u  szczepu Nocardia iowensis. 
W pierwszym etapie izoeugenol jest przekształcany przy 
udziale monooksygenazy izoeugenolu do epoksydu 
(rys. 1H), który jest hydrolizowany do diolu, a następnie 
transformowany do waniliny (rys. 1I).

4. Podsumowanie

W pracy przedstawiono dotychczasowy stan wiedzy 
na temat mikrobiologicznych przemian kwasu wanili-
nowego. Podstawową reakcją rozkładu kwasu wanilino-
wego jest jego demetylacja do kwasu protokatechowego. 
U bakterii zidentyfikowano dwa różne szlaki, którymi 
może przebiegać ta reakcja, oksydacyjny, zależny od 
NAD(P)H oraz nieoksydacyjny, w którym kofaktorem 
jest tetrahydrofolian. Inną ważną przemianą kwasu 
wanilinowego jest reakcja nieoksydacyjnej dekarbo-
ksylacji do gwajakolu. Dekarboksylaza kwasu wanili-
nowego, enzym katalizujący tą przemianę, nie wymaga 
żadnych kofaktorów. 

Największe znaczenie przemysłowe ma jednak 
redukcja kwasu wanilinowego do waniliny. Ten dwu-
etapowy proces ten występuje powszechnie u licznych 
gatunków bakterii i grzybów. Reduktaza kwasów kar-
boksylowych wymagana do pełnej aktywności obecno-
ści ATP, CoA oraz NADPH. Z punktu widzenia syntezy 
waniliny, istotne jest poznanie szlaków biosyntezy jej 
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prekursora z innych naturalnych, powszechnie wystę-
pujących związków. Kwas wanilinowy otrzymuje się naj-
częściej na drodze biotransformacji kwasu ferulowego, 
ważnego składnika ligniny. Reakcja ta może przebie-
gać dwoma alternatywnymi szlakami. Pierwszy z nich, 
zależny od CoA, przebiega z  wytworzeniem waniliny 
jako metabolitu pośredniego i  jest charakterystyczny 
dla wielu szczepów bakterii, grzybów oraz alg. Drugi 
szlak biosyntezy kwasu waniliowego z kwasu ferulowego 
polega na dwukrotnej dekarboksylacji, której interme-
diatem jest 4-hydroksy-3-metoksystyren. Zidentyfiko-
wano również szczepy mikroorganizmów produkujące 
kwas waniliowy z innych pochodnych fenolu, takich jak 
eugenol oraz izoeugenol. Transformacja eugenolu prze-
biega z wytworzeniem kwasu ferulowego, natomiast izo-
eugenol jest bezpośrednio transformowany do waniliny.
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1. Wstęp

Bakterie beztlenowe po raz pierwszy zaobserwował 
Louis Pasteur w 1861 roku opisując martwe drobno-
ustroje na obrzeżu preparatu przyżyciowego, podczas 
gdy bakterie w centralnej części preparatu pozostawały 
aktywne. Pasteur określił bakterie żyjące bez dostępu 
tlenu jako „anaerobies”. Rosnące beztlenowo ziaren-
kowce zostały po raz pierwszy opisane w 1893 r. przez 
Ve i l l o n  [34]. Wykryty szczep wyizolowano z czy-
stej hodowli w przebiegu ropnego zapalenia gruczołu 
Bartholina. W latach 1888–1916 w literaturze opisano 
ponad 300 metod generowania warunków beztlenowych 
(odtleniania) umożliwiających hodowanie drobnoustro-
jów w warunkach in vitro [34]. 

Beztlenowe ziarenkowce Gram-dodatnie (Gram-po- 
sitive anaerobic cocci – GPAC) stanowią około 25–30% 
bakterii beztlenowych izolowanych z próbek materiałów 
klinicznych [21]. Drobnoustroje te często są pomijane 
w  rutynowej diagnostyce laboratoryjnej. Niewątpli- 
wie ma to związek z wydłużonym czasem generacji 
(czaso chłonna hodowla i identyfikacja). Ponadto GPAC 
wchodzą w skład fizjologicznej mikroflory skóry i błon 
śluzowych i najczęściej są izolowane z zakażeń mie-
szanych [25].

W poprzednich latach identyfikację bakterii beztle-
nowych prowadzono na podstawie morfologii kolonii 
na podłożu agarowym, obserwacji mikroskopowej ko- 
mórek i ich układów w preparatach barwionych metodą 
Grama oraz przy użyciu szeregów biochemicznych. 
Identyfikacja na podstawie biochemicznej i metabolicz-
nej charakterystyki szczepu jest procesem długotrwałym 
i nie zawsze daje zadawalające wyniki. Obecnie istnieje 
możliwość identyfikowania drobnoustrojów na podsta-
wie analizy białek rybosomalnych za pomocą spektro-
metru masowego MALDI-TOF MS. Skrócenie czasu 
identyfikacji bakterii beztlenowych uzyskano także po 
wprowadzeniu nowoczesnych metod biologii moleku-
larnej takich jak PCR, multiplex PCR, sekwencjono-
wanie genu 16S rRNA oraz mikromacierzy. Metody 
genetyczne są szybkie, wysoce swoiste i czułe [28, 29, 
39]. Udoskonalenie metod badawczych, oprócz umoż-
liwienia szybszej i precyzyjniejszej identyfikacji, dopro-
wadziło do konieczności dokonania istotnych zmian 
w nomenklaturze GPAC. Istniejące gatunki przemiano-
wano, a nowe zostały dodane, w wyniku czego pojawiły 
się zmiany w nomenklaturze. Obecnie w piśmiennictwie 
coraz częściej prezentowane są wyniki badań wskazu-
jące na udział GPAC w etiologii zakażeń, jednocześnie 
wzrasta częstość izolacji tych bakterii z  materiałów 
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Gram-positive anaerobic cocci (GPAC) – diagnostic and clinical significance

Abstract: Among the Gram-positive anaerobic bacteria associated with clinical infections, the Gram-positive anaerobic cocci (GPAC) 
are the most predominant and account for approximately 25–30% of all isolated anaerobic bacteria from clinical specimens. They can be 
cultured from a wide variety of sites, particularly abscesses and infections of the mouth, skin and soft tissues, bone and joints and upper 
respiratory and female genital tracts. Most infections involving GPAC are polymicrobial. Still, routine culture and identification of these 
slowly growing anaerobes to the species level has been limited in the diagnostic laboratory, mainly due to the requirement of prolonged 
incubation times and time-consuming phenotypic identification. The development of molecular methods such as PCR, multiplex PCR, 
sequencing of the 16S rRNA gene have led to improved identification of GPAC. In recent years, MALDI-TOF MS has been implemented 
in routine laboratories and utilized as a completely new approach for the identification of bacteria. Data from molecular methods have 
led to extensive taxonomic changes during the last decades and also to the occurrence of new genera and species. This review describes 
clinical significance of GPAC and virulence factors one of the most pathogenic species – Finegoldia magna.

1. Introduction. 2. Taxonomy of Gram-positive anaerobic cocci. 3. Clinical significance of GPAC. 4. Laboratory diagnostic. 4.1. Culture. 
4.2. Phenotypic identification. 4.3. Genotypic identification. 5. Summary

Słowa kluczowe: Finegoldia magna, GPAC, MALDI-TOF MS, sekwencjonowanie 16S rRNA
Key words: Finegoldia magna, GPAC, MALDI-TOF MS, sequence analysis 16S rRNA
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klinicznych. Istnieje więc potrzeba precyzyjnej identy-
fikacji izolowanych szczepów oraz poznania ich czyn-
ników wirulencji i profilu wrażliwości na antybiotyki.

Do najważniejszych beztlenowych ziarenkowców 
Gram-dodatnich (GPAC), izolowanych z próbek mate-
riałów klinicznych od ludzi, należą rodzaje Peptostrep-
tococcus, Finegoldia, Parvimonas, Anaerococcus i Pep-
toniphilus.

2. Systematyka beztlenowych ziarenkowców
 Gram-dodatnich

Na przestrzeni lat dokonano istotnych zmian takso-
nomicznych w obrębie GPAC. Początkowo bakterie na 
podstawie morfologii nazwane były beztlenowo rosną-
cymi paciorkowcami – rodzaj Peptostreptococcus oraz 
beztlenowo rosnącymi gronkowcami – rodzaj Peptococ-
cus należących do rodziny Peptococcaceae. W 1983 roku 
przekwalifikowano gatunki należące do GPAC. Analizy 
dokonano na podstawie składu zasad DNA, hybrydy-
zacji DNA-DNA, produkcji kwasów tłuszczowych oraz 
innych reakcji biochemicznych. W  rodzaju Peptococ-
cus pozostał tylko gatunek Peptococcus niger, a gatunki 
P. asaccharolyticus, P. indolicus, P. prevotii i P. magnus 
zostały przyporządkowane do rodzaju Peptostreptococ-
cus [7, 9]. Przez kolejne lata dokonywano wielu badań 
przedstawicieli poszczególnych gatunków i  ostatecz-
nie na podstawie analizy genu 16S rRNA uporządko-
wano systematykę ziarenkowców beztlenowo rosną-
cych. W  1998  roku rodzaj Peptostreptococcus został 
podzielony, wyodrębniono nowe rodzaje – Finegoldia 
i Micromonas [24], po czym rodzaj Micromonas rekla-
syfikowano na Parvimonas [31]. W 2001 E z a k i  i wsp. 
[8] wyodrębnili w  obrębie GPAC trzy nowe rodzaje 
– Peptoniphilus, Anaerococcus, Gallicola. Z kolei rodzaj 
Ruminococcus został zamieniony na rodzaj Blautia [20]. 
W  latach  2009–2010 zostały utworzone dwa kolejne 
rodzaje Anaerosphaera [32] i Murdochiella [33]. Poni-
żej przedstawiono aktualnie obowiązującą systematykę 
GPAC, w  której zostały wymienione również gatunki 
odkryte i nazwane w latach 2012–2013.
Ziarenkowce Gram-dodatnie

Rodzina: Peptococcaceae
 Rodzaj: Peptococcus
  Gatunek: P. niger
Rodzina: Peptostreptococcaceae
 Rodzaj: Peptostreptococcus
  Gatunki: P. anaerobius, P. russellii, P. stomatis
 Rodzaj: Anaerosphaera
  Gatunek: A. aminiphila

Clostridiales Rodzina XI. Incertae Sedis:
 Rodzaj: Anaerococcus
  Gatunki: A. hydrogenalis, A. lactolyticus,
 A. murdochii, A. octavius, A. prevotii,
 A. tetradius, A. vaginalis

 Rodzaj: Blautia
  Gatunek: B. producta
 Rodzaj: Gallicola
  Gatunek: G. barnesae
 Rodzaj: Murdochiella 
  Gatunek: M. asaccharolytica
 Rodzaj: Parvimonas
  Gatunek: P. micra
 Rodzaj: Peptoniphilus
  Gatunki: P. asaccharolyticus, P. coxii, P. duerdenii,
 P. gorbachii, P. harei, P. indolicus, P. ivorii, 

 P. koenoeneniae, P. lacrimalis, P. methio-
 ninivorax, P. olsenii, P. tyrrelliae
 Rodzaj: Finegoldia
  Gatunek: F. magna
Rodzina: Coriobacteriaceae
 Rodzaj: Atopobium
  Gatunek: A. parvulum

3. Znaczenie kliniczne GPAC

Beztlenowe ziarenkowce Gram-dodatnie stanowią 
około 1/3 wszystkich bakterii beztlenowych izolowanych 
z próbek materiałów klinicznych [21, 25]. GPAC to część 
prawidłowej mikroflory u ludzi. Ta zróżnicowana grupa 
drobnoustrojów kolonizuje różne partie ciała, przede 
wszystkim skórę i powierzchnię błon śluzowych jamy 
ustnej oraz przewód pokarmowy i dolne odcinki układu 
moczowo-płciowego u kobiet [22, 25]. Przy każdym 
zaburzeniu panującej równowagi komensale te mogą 
uczestniczyć w procesie infekcyjnym w miejscu swojego 
naturalnego bytowania. Zakażenia występują również 
wskutek translokacji drobnoustrojów z  miejsc natu-
ralnego bytowania do miejsc, które z natury są jałowe. 
Jest to zwykle skutek stosowania inwazyjnych zabiegów 
medycznych, ale może mieć miejsce również na skutek 
wielu innych przyczyn. Zakażenia mogą dotyczyć każdej 
tkanki i narządu. GPAC często są obecne w zakażeniach 
głębokich tkanek miękkich, kości i stawów, w infekcjach 
żeńskich dróg płciowych, zakażeniach stomatologicz-
nych oraz górnych i dolnych dróg oddechowych [3, 17]. 
Z materiału pobranego w przebiegu ropniaka opłucnej 
izolowano Paravimonas micra, ale również Finegoldia 
magna, Peptostrepcoccus anaerobius i Anaerococcus vagi-
nalis, przy czym GPAC stanowiły 26,3% wśród beztle-
nowych bakterii izolowanych z  tego typu materiałów 
[2]. Wykazano również obecność GPAC w  próbkach 
materiałów pobranych w ostrych i przewlekłych zaka-
żeniach ran (np. przewlekłe owrzodzenia). Bakterie te 
i ich metabolity mogą znacznie upośledzać procesy pra-
widłowego gojenia ran [30, 37]. Szczepy te najczęściej 
izolowane są z materiałów klinicznych wraz z mikro-
florą tlenową lub innymi bakteriami beztlenowymi. 
Wykazano, że w takich wielogatunkowych zakażeniach 
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bakterie oddziałują na siebie w sposób synergistyczny, 
wikłając przebieg infekcji. Powoduje to obniżenie poten-
cjału oksydoredukcyjnego w tkankach, ochronę przed 
fagocytozą i  potęguje zdolność do tworzenia ropni. 
Wiele zakażeń o przebiegu przewlekłym, np. owrzo-
dzenia, odleżyny, stopa cukrzycowa, związanych jest 
z kolonizacją rany przez bakterie wytwarzające biofilm. 
Ta wielokomórkowa struktura chroni drobnoustroje 
przed reakcjami obronnymi układu odpornościowego 
gospodarza i stanowi istotną barierę uniemożliwiającą 
penetrację antybiotyku [13, 37]. W 2011 r. H a n  i wsp. 
[13] wykazali, że w zakażeniach ran, oprócz bakterii tle-
nowych, takich jak Staphylococcus sp., Streptococcus sp., 
Pseudomonas aeruginosa, uczestniczą także beztlenowe 
ziarenkowce Gram-dodatnie, głównie Peptoniphilus 
sp., Finegoldia sp. i Anaerococcus sp. Biorąc pod uwagę 
odmienne czynniki wirulencji u różnych rodzajów 
GPAC (Finegoldia, Parvimonas) prawidłowa identyfi-
kacja drobnoustrojów do poziomu gatunku izolowanych 
z materiałów klinicznych staje się bardzo ważna. W wielu 
przypadkach GPAC występują w zakażeniach jedno-
gatunkowych, należy tu wymienić głównie Finegoldia 
magna, ale także: P. micra, P. harei, P. anaerobius [38].

Kliniczne znaczenie beztlenowych ziarenkowców 
Gram-dodatnich było niezauważane, z uwagi na to, że 
wyniki badania uzyskuje się dopiero, gdy leczenie empi-
ryczne zostało rozpoczęte, często z pozytywnym skut-
kiem terapeutycznym. Ponadto identyfikacja poszcze-
gólnych gatunków GPAC jest pomijana w laboratoriach 
diagnostycznych z powodu trudności laboratoryjnych 
(przedłużona hodowla, specjalne wymagania atmosfe-
ryczne i odżywcze, wielogatunkowe zakażenia).

Finegoldia magna
F. magna jest najbardziej patogennym i najczęściej 

występującym gatunkiem GPAC izolowanym z różnych 
materiałów klinicznych [3, 22, 38]. Wchodzi w skład 
mikroflory przewodu pokarmowego, układu moczowo-
-płciowego oraz jamy ustnej i skóry. W większości przy-
padków drobnoustrój jest uważany za zanieczyszczenie 
próbek materiału klinicznego, a nie czynnik etiologiczny 
zakażenia [26]. Dane z piśmiennictwa wskazują jednak 
na istnienie wielu różnych zakażeń wywołanych przez 
F. magna, dotyczących przede wszystkim infekcji tka-
nek miękkich, ran, kości i stawów oraz zakażeń zwią-
zanych z obecnością endoprotez. Opisano również rza-
dziej występujące zakażenia, takie jak: ropniak opłucnej 
i zapalenie wsierdzia [2, 10, 26]. 

U F. magna opisano wiele czynników wirulencji, do 
najważniejszych należą omówione poniżej: białka L, PAB 
(peptostreptococcal albumin binding protein), SufA 
(subtilisin-like proteinase) i  FAF (F. magna adhesion 
factor) oraz kolagenaza i zdolność wytwarzania biofilmu. 

W 1988 roku B j ö r c k  [1] pierwszy opisał białko 
powierzchniowe ściany komórkowej (białko L), zdolne 

do wiązania się ze wszystkimi klasami ludzkich immu-
noglobulin. Białko L ma powinowactwo do IgG, IgM, 
IgA. Jest także zdolne do wiązania się z domeną ĸ lek-
kiego łańcucha IgE, co stymuluje uwalnianie histaminy 
z  komórek tucznych i z zasadochłonnych granulocy-
tów, wywołując reakcje zapalne. Zauważono obecność 
białka  L u  F. magna w  próbkach materiałów pocho-
dzących z żeńskich narządów płciowych z  podejrze-
niem bakteryjnej waginozy [22]. Struktura białka L jest 
podobna do białka A gronkowców i białka G pacior-
kowców. Białko L jest znacznie mniejsze od białka G, 
co ułatwia penetrację tkanek. Wszystkie te białka 
posiadają wiele kopii wysoce konserwatywnych domen 
wiążących Ig [12]. D e  C h â t e a u  i  B j ö r c k  [4] 
wykazali, że niektóre szczepy F. magna wytwarzają 
powierzchniowe białka PAB (peptostreptococcal albu-
min binding protein), zdolne do wiązania białek suro-
wicy ludzkiej (HSA –  human serum albumin). PAB 
zawiera niepowtarzające się domeny, w przeciwieństwie 
do większości innych białek powierzchniowych bakterii 
Gram-dodatnich, w tym białek L i G. Szczepy F. magna 
zawierające białka PAB cechuje wzmożona patogen-
ność, większość tych szczepów została wyizolowana 
z materiałów od pacjentów z różnie umiejscowionym 
zakażeniem ropnym. Spośród 30 badanych szczepów, 
u 16 stwierdzono zdolność do wiązania znacznej ilości 
HSA. Natomiast szczepy wyizolowane z pochwy oraz 
określone, jako komensale nie wykazały powinowactwa 
do HSA. Wskazuje to na związek pomiędzy zdolnością 
wiązania albumin, a  infekcjami o ropnym przebiegu. 
W  związku z tym białka PAB odgrywają istotną rolę 
w zwiększaniu zjadliwości bakterii w procesie infekcyj-
nym. Ponadto szczepy zdolne do generowania białek 
PAB, nie są zdolne do wytwarzania białek L, wiążących 
lekkie łańcuchy Ig, co sugeruje, że lokalizacja i przebieg 
zakażenia zależny jest od określonych właściwości wiru-
lentnych bakterii [5]. SufA (subtilisin-like proteinase) 
to proteinaza, która degraduje fibrynogen w ludzkim 
osoczu. Wykazano, że SufA opóźnia tworzenie się sieci 
włóknika wokół F. magna, która przylega do ludzkich 
keratynocytów i ułatwia zapoczątkowanie infekcji [14, 
15]. Podczas rozpadu fibrynogenu uwalniane są fibryno-
peptydy (FPA, FPB), które działają chemotaktycznie na 
neutrofile, makrofagi, fibroblasty. Ekspresja SufA może 
upośledzać gojenie się ran [30]. Białko FAF (F. magna 
adhesion factor) jest wytwarzane przez ponad 90% 
szczepów. Struktura i funkcje podobne są do białka M 
Streptococcus pyogenes. FAF występuje w  znacznej 
ilości na powierzchni komórki bakteryjnej, ale jest też 
uwalniane na zewnątrz. Białko to ma cechy typowe dla 
innych białek powierzchniowych bak terii Gram-dodat-
nich. FAF uczestniczą w interakcjach pomiędzy bakte-
riami w organizmie człowieka, umożliwiając kolonizację 
i przetrwanie F. magna w organizmie ludzkim. Wyka-
zano, że białko FAF indukuje agregację bakterii. Badania 



38 MARTA KIERZKOWSKA, ANNA MAJEWSKA, ANNA SAWICKA-GRZELAK, GRAŻYNA MŁYNARCZYK

nad biologicznymi funkcjami tego czynnika patogen-
ności są jeszcze na wstępnym etapie [11]. Niektóre 
szczepy F. magna (w zależności od miejsca zakażenia) 
wydzielają kolagenazę. Stwierdzono, że szczepy F. magna 
wyizolowane z nieropnego zapalenia gruczołu sutkowego 
i stopy cukrzycowej, wytwarzają kolagenozę w wyższych 
stężeniach w porównaniu ze szczepami wyizolowanymi 
z zakażeń w obrębie jamy brzusznej [18]. Kolagen obfi-
cie występuje w  skórze, ścięgnach, tkance chrzęstnej; 
jest składnikiem organicznym kości, zębów i rogówki. 
Uszkodzenie kolagenu powoduje utratę integralności 
tkanek i postęp choroby. Jego produkcja jest ważna dla 
wzrostu bakterii asacharolitycznych. Podczas rozpadu 
kolagenu uwalniane są aminokwasy niezbędne do wzro-
stu i przeżycia drobnoustroju [18].

W 2012 r. D o n e l l i  [6] opisał zdolność F. magna 
do tworzenia biofilmu. Gatunek ten wykazuje silną 
adhezję i może uczestniczyć w tworzeniu biofilmu 
z udziałem innych bakterii beztlenowych, np. Bactero-
ides fragilis i Clostridium difficile. Biofilm zabezpiecza 
mikroorganizmy przed komórkami układu immuno-
logicznego oraz stanowi barierę dla antybiotyków [37].

4. Diagnostyka laboratoryjna

Identyfikacja bakterii beztlenowych stanowi dla 
bakteriologów klinicznych jedno z najtrudniejszych 
wyzwań. Znanych jest wiele metod umożliwiających ich 
detekcję w materiałach od pacjentów z podejrzeniem 
choroby infekcyjnej. Niektóre z nich zostały wyparte 
przez intensywnie rozwijające się techniki molekularne. 
W niniejszej pracy zostały szerzej opisane metody ruty-
nowo stosowane w laboratoriach mikrobiologicznych.

4.1. Hodowla

Właściwe pobranie i transport próbek materiałów 
klinicznych są konieczne do przeprowadzenia popraw-
nej diagnostyki laboratoryjnej [22, 23]. Materiał powi-
nien być pobrany w sposób minimalizujący możliwość 
zanieczyszczenia próbek drobnoustrojami fizjologicznie 
zasiedlającymi skórę i błony śluzowe oraz transporto-
wany w podłożach zapewniających warunki beztlenowe. 
Materiał diagnostyczny posiewany jest na podłoże 
Schead ler agar z 5% krwią baranią, heminą i witaminą K 
(bioMerieux SA, Francja). GPAC do wzrostu potrzebują 
atmosfery beztlenowej, dlatego inkubację należy prowa-
dzić w anaerostatach (N2 85%, H2 10%, CO2 5%) w tem-
peraturze 37°C od 48 godzin do 7 dni. Metoda hodowli 
pozwala na ocenę morfologii wyhodowanych kolonii, 
a następnie badanie mikroskopowe (barwienie metodą 
Grama). Bakterie te są Gram-dodatnimi ziarenkowcami, 
które układają się w łańcuszki, dwoinki, tetrady lub nie-
regularne skupiska. Nie wytwarzają katalazy.

4.2. Identyfikacja fenotypowa

Różnicowanie i identyfikacja beztlenowych ziaren-
kowców Gram-dodatnich jest utrudniona z powodu ich 
słabej aktywności metabolicznej. W ostatnim dziesię-
cioleciu fenotypowa identyfikacja bakterii beztlenowych 
wykonywana była przy użyciu komercyjnie dostępnych 
testów: RapID-ANA II (Innovative Diagnostic Systems, 
Atlanta, GA), Rapid ID 32A (bioMerieux SA, Francja) 
oraz zestawu API 20 A w automatycznym systemie ATB 
Expression (bioMerieux SA, Francja) [16, 28]. 

A P I  2 0 A. Do wykonania tego badania konieczne 
jest przygotowanie inokulum z czystej, świeżej hodowli 
w  API 20A Medium do osiągnięcia zmętnienia rów-
nego lub większego 3 w skali McFarland’a. Aby uzyskać 
takie zmętnienie dla wolnorosnących, drobnych kolonii 
bakterii należy użyć więcej niż jednej płytki z hodowlą. 
Zawiesina z ampułki nanoszona jest na pasek API 20A 
i inkubowana w ciągu 24–48 godzin w warunkach bez-
tlenowych. Test ten pozwala na ocenę metabolicznej 
aktywności badanego szczepu bakterii w  reakcjach 
z umieszczonymi w mikroprobówkach liofilizowanymi 
substratami. Ocenie podlega zdolność do fermentacji 
16  węglowodanów (D-glukoza (GLU), D-mannitol 
(MAN), D-laktoza (LAC), D-sacharoza (SAC), D-mal-
toza (MAL), salicyna (SAL), D-ksyloza (XYL), L-ara-
binoza (ARA), glicerol (GLY), D-celobioza (CEL), 
D-mannoza (MNE), D-melecytoza (MLZ), D-rafinoza 
(RAF), D-sorbitol (SOR), L-ramnoza (RHA), D-treha-
loza (TRE); zdolność do hydrolizy żelatyny i eskuliny, 
wytwarzania indolu i ureazy oraz aktywność katalazy. 
W odczycie testu uwzględniane są również cechy mor-
fologiczne: zdolność do wytwarzania spor, morfologia 
komórki oraz sposób barwienia metodą Grama. Iden-
tyfikację uzyskuje się z 8 cyfrowego profilu numerycz-
nego, używając bazy danych z oprogramowania kom-
puterowego ApiwebTM. System API 20A służy jedynie 
do biochemicznej identyfikacji tych bakterii, które są 
włączone do bazy danych. Istnieje możliwość rozpo-
znawania 52  drobnoustrojów beztlenowo rosnących, 
identyfikacja jest więc mało precyzyjna. Dotyczy to 
głównie ziarenkowców, które są identyfikowane w więk-
szości przypadków, jako grupa Peptostreptococcus lub 
jako Peptoniphilus asaccharolyticus –  jedyny gatunek 
GPAC istniejący w bazie danych. Opisywane bakterie 
na ogół nie fermentują węglowodanów. P. asaccharoly-
ticus ma zdolność do generowania w warunkach in vitro 
indolu (zawarty w podłożu tryptofan za pośrednictwem 
tryptofanazy przekształcany jest w indol), co jest cechą 
wyróżniającą go w systemie API 20A. Jakość identyfi-
kacji zależna jest od wartości procentowej identyfika-
cji: ≥ 99,9% – wspaniała identyfikacja, ≥ 99,0% – bar-
dzo dobra identyfikacja, ≥ 90,0% – dobra identyfikacja, 
≥ 80,0% – identyfikacja do akceptacji.
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Vitek 2. Obecnie często stosowaną w laborato-
riach metodą detekcji jest automatyczny system Vitek 2 
(bioMerieux SA, Francja), w którym wykorzystuje się 
karty ANC, identyfikujące oprócz beztlenowców także 
maczugowce. Badanie może być wykonane w  ciągu 
około 6 godzin, system nie wymaga generowania atmos-
fery beztlenowej. Podobnie jak w metodzie API 20 A, 
bardzo ważna jest duża gęstość zawiesiny bakteryjnej 
użyta do inokulacji karty ANC, około 2,7–3,3 McFar-
land’a. Karta zawiera 64  mikroprobówki z  36  kolo-
rymetrycznymi testami enzymatycznymi, z  których 
13 opartych jest na zdolności do fermentacji, 17 pre-
zentuje aktywność glikozydazy i  arylamidazy, 2  testy 
to reakcje alkaliczne oraz 4 inne reakcje biochemiczne. 
Badania przeprowadzone przez L e e  i wsp. [19] wyka-
zały, że Vitek 2 nieprecyzyjnie identyfikuje do poziomu 
gatunku. W badaniu 49 gatunków GPAC, za pomocą 
Vitek 2 błędnie zidentyfikowano do poziomu gatunku 
77,6% badanych szczepów, a 36,7% poprawnie rozpo-
znano jedynie do poziomu rodzaju [19]. Nieprecyzyjna 
identyfikacja dotyczyła P. harei (100%). Gatunek ten 
z powodu podobieństwa fenotypowego również w pracy 
Ve l o o  i wsp. [36] mylnie rozpoznawano, jako Peptoni-
philus asaccharoliticus, co prowadzi do przeszacowania 
częstości izolacji z próbek materiałów klinicznych [36]. 
Identyfikacja szczepów klinicznych może być wykonana 
tylko wówczas, jeśli gatunki zostały zawarte w bazie 
danych, która obecnie nie zawiera pełnego spektrum 
ważnych klinicznie drobnoustrojów [19].

M A L D I - T O F  M S. Obecnie istnieje możli-
wość identyfikowania drobnoustrojów za pomocą spek- 
trometru masowego MALDI-TOF MS (matrix-assi-
sted laser desorption/ionisation-time of flight mass 
spectrometry), z  systemem MALDI Biotyper (Bruker 
Daltonics, Niemcy). W odróżnieniu od wyżej wspom-
nianych metod do badania używa się jednej kolonii 
(105 CFU) wyhodowanego szczepu, która nanoszona 
jest na 96-dołkową metalową płytkę (Bruker Daltonics, 
Niemcy). Należy przygotować 1 μl roztworu matrix 
[HCCA (α-cyano-4-hydroxycinnamic acid, HCCA, 
Bruker Daltonics, Niemcy) i 250 μl stock solution. 1 ml 
stock solution zawiera: 475 μl wody dejonizowanej, 25 μl 
100% kwasu trifluorooctowego [TFA] i 500 μl acetoni-
trilu [ACN]. Roztwór matrix nanoszony jest na kolo-
nię. Po wysuszeniu próbkę wprowadza się do komory 
pomiarowej aparatu i usuwa powietrze. Po uzyskaniu 
próżni wykonuje się właściwy pomiar. MALDI-TOF 
MS  wykorzystuje laser gazowy N2 pracujący impul-
sowo w zakresie nadfioletu (λ = 337 nm). Analiza oparta 
jest na jonizacji laserowej białek rybosomalnych. Pod 
wpływem promieni lasera białka bakteryjne ulegają 
desorpcji i jonizacji. Zjonizowane peptydy przyspie-
szane są w silnym polu elektrycznym, następnie ulegają 
rozdziałowi według masy cząsteczkowej, ładunku oraz 

odmiennego czasu przelotu. Generowane jest widmo 
pików, które odpowiadają jonom o różnym stosunku 
masy do ładunku. Na Rys. 1 przedstawiono widma 
wybranych GPAC. Zasada działania tej metody polega 
na automatycznym porównaniu otrzymanego widma 
z  widmami referencyjnymi drobnoustrojów zapisa-
nymi w bazie danych. Zgodnie z zaleceniami producenta 
wartość wskaźnika w zakresie 2,300–3,000 wskazuje na 
wiarygodną identyfikację do poziomu gatunku. Zakres 
2,000–2,299 wiarygodnie identyfikuje drobnoustrój 
do poziomu rodzaju oraz wykazuje prawdopodobny 
wynik identyfikacji do poziomu gatunku; 1,700–1,999 
wskazuje na prawdopodobny wynik identyfikacji do 
poziomu rodzaju, natomiast wartość poniżej 1,699 oce-
niana jest jako wynik niewiarygodny. Metoda ta umożli-
wia przeprowadzenie wiarygodnej identyfikacji w ciągu 
kilku minut dla pojedynczej próbki badanej lub w ciągu 
około 1,5  godziny dla płytki z  96  próbkami [16, 35]. 
W Katedrze i Zakładzie Mikrobiologii Lekarskiej WUM 
przeprowadzono porównanie metod identyfikacji GPAC 
metodą Api 20A i  MALDI-TOF MS (tabela I) [16]. 
Zidentyfikowano 15  gatunków ziarenkowców Gram-
-dodatnich i  przy tak małej puli szczepów badanych, 
dzięki spektrometrii masowej, wykryto trzy gatunki 
Finegoldia magna. Jak wiadomo z piśmiennictwa, 
drobnoustrój ten jest szczególnie istotny w chorobach 
infekcyjnych [3, 22, 26].

C h rom at o g r a f i a  g a z owo - c i e c z ow a  (GLC). 
Analiza metodą chromatografii gazowej (GLC) została 
po raz pierwszy zastosowana w latach 70-tych do celów 
taksonomicznych. Następnie adoptowano ją i  przez 
wiele lat stosowano jako metodę identyfikacji bakterii 
beztlenowych w laboratoriach na całym świecie. Analiza 
umożliwiała detekcję kwasów tłuszczowych np.: kwasu 
octowego, propionowego, masłowego, izomasłowego, 
walerianowego, izowalerianowego, izokapronowego 
oraz alkoholi wytwarzanych przez bakterie beztlenowe 
w  hodowli na podłożach sztucznych oraz w  hodowli 
krwi. Metoda ta umożliwiała klasyfikację Gram-
-dodatnich beztlenowców do grup: octanowej, masło-
wej, kapronowej. W grupie octowej znalazły się gatunki 
wytwarzające kwas octowy oraz nie wytwarzające lot-
nych kwasów tłuszczowych (VFA), do grupy masłowej 
natomiast zaliczono gatunki oraz nierozpoznane grupy 
GPAC wytwarzające kwas masłowy, natomiast do grupy 
kapronowej – gatunki, które produkują duże ilości 
długołańcuchowych lotnych kwasów tłuszczowych [22, 
27]. W badaniu M u r d o c h  i wsp. [23] analizowano 
256  klinicznych szczepów GPAC i sklasyfikowano je 
do 5  grup na podstawie produkcji kwasów tłuszczo-
wych. Wykazano, że blisko 44% szczepów zaliczono go 
grupy VFA-ujemnych, tj. nie wytwarzających kwasów 
tłuszczowych w ilości umożliwiających detekcję [23]. 
Metoda ta dość kosztowna i czasochłonna okazała się 
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nieprecyzyjna w rozpoznawaniu części bakterii beztle-
nowych, zwłaszcza GPAC.

4.3. Identyfikacja genotypowa

Technikę wykrywania sekwencji kwasów nukleino-
wych wprowadzono w latach 80-tych. Umożliwiła ona 
dokładniejszą klasyfikację drobnoustrojów. Oprócz 
przydatności taksonomicznej zyskała także znaczenie 
w  laboratoriach klinicznych. Powszechnie stosowana 
jest łańcuchowa reakcja polimerazy PCR i jej modyfi-
kacje (muliplex PCR, hybrydyzacja, hybrydyzacja in situ 
FISH), które skracają czas oczekiwania na wiarygodny 
wynik i redukują koszty analizy [29]. Niewątpliwie „zło-
tym standardem” w identyfikowaniu gatunków GPAC 

jest obecnie metoda oparta na podobieństwie w sekwen-
cji genu kodującego 16S rRNA. Gen występuje u wszyst-
kich bakterii i jest wysoce konserwatywny. W genie tym 
występują gatunkowo zmienne regiony, co warunkuje 
różnicę pomiędzy rodzajami i gatunkami drobnoustro-
jów. Metoda 16S rRNA pozwala na badanie różnorod-
ności drobnoustrojów. Umożliwia dokonanie właściwej 
identyfikacji ale także szybkie rozpoznanie i klasyfikację 
wcześniej nieopisanych drobnoustrojów. Bazy danych 
zawierające sekwencję genu 16S rRNA są ogólnodo-
stępne: Basic Local Alignment Search Tool (BLAST), 
Ribosomal Database Project (RDP) lub European 
Molecular Biology Laboratory (EMBL), co umożli wia 
porównanie uzyskanych sekwencji ze szczepami referen-
cyjnymi za pomocą oprogramowania ARB [28, 35, 38].

Rys. 1. Widma uzyskane przez bezpośrednią analizę poszczególnych GPAC metodą MALDI-TOF MS
w Katedrze i Zakładzie Mikrobiologii Lekarskiej, WUM
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5. Podsumowanie

Gram-dodatnie ziarenkowce kolonizują skórę i błony 
śluzowe. W piśmiennictwie coraz częściej prezento-
wane są doniesienia podkreślające udział GPAC w zaka-
żeniach. Jednocześnie wzrasta częstość izolacji tych 
bak terii z materiałów klinicznych. Do najważniejszych 
GPAC, izolowanych z próbek materiałów klinicznych, 
należą rodzaje: Peptostreptococcus, Finegoldia, Parvimo-
nas, Anaerococcus i Peptoniphilus.

F. magna wydaje się być najbardziej zjadliwym gatun-
kiem. Posiada czynniki chorobotwórczości podobne do 
tych wytwarzanych przez chorobotwórcze, tlenowo 
rosnące gronkowce i paciorkowce. Istnieje więc potrzeba 
precyzyjnej identyfikacji izolowanych szczepów oraz 
poznanie ich czynników wirulencji. Na szczególną 
uwagę zasługuje możliwość identyfikacji drobnoustro-
jów do poziomu gatunku za pomocą spektrometru 
masowego MALDI-TOF MS w laboratoriach mikro-
biologicznych. Metody genotypowe, w tym sekwencjo-
nowanie genów są szczególnie przydatne do charaktery-
styki nowych gatunków. Wydzielenie nowych taksonów 
GPAC oparte jest na wykazaniu różnic w sekwencjach 
genomu. Stosując metodę 16S rRNA uporządkowano 
dotychczasową systematykę, wykluczając niepotrzebne 
powtórzenia, gdyż niektóre gatunki opisane były pod 
różnymi nazwami i należały do odrębnych taksonów. 

Obecnie coraz szerzej dostępne stają się metody 
sekwencjonowania „nowej generacji”, które umożliwiają 
w  krótkim czasie sekwencjonowanie całego genomu 
bakterii, w przyszłości być może z powodzeniem zastą-

pią inne metody molekularne. Niestety nawet najdosko-
nalsze techniki molekularne nie są w stanie uchronić 
nas przed błędami, które mogą pojawić się na każdym 
etapie badania, począwszy od pobrania materiału. Uni-
kanie błędów w trakcie wykonywania badania, ścisłe 
przestrzeganie procedur oraz właściwa interpretacja 
wyniku wydają się stanowić klucz do sukcesu w dia-
gnostyce zakażeń, nie tylko beztlenowcami. 
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1. Wprowadzenie

Enzymy pochodzenia mikrobiologicznego są po- 
wszechnie stosowane w wielu gałęziach przemysłu. 
Dzięki znacznemu postępowi w dziedzinie inżynierii 
białek możliwe stało się ich udoskonalanie w warun-
kach in vitro, prowadzące do otrzymania biokataliza-
torów o zwiększonej aktywności, stabilności i określo-
nej specyficzności. Modyfikacje właściwości enzymów 
polegają na wprowadzeniu określonych zmian w ich 
strukturze pierwszorzędowej, na drodze zmiany sekwen-
cji nukleo tydów w genie. Do najczęściej stosowanych 
metod umożliwiających wprowadzenie tego rodzaju 
zmian należą racjonalne projektowanie i ukierunko-
wana ewolucja [12, 19].

Racjonalne projektowanie polega na wprowadzeniu 
mutacji w określonym miejscu genu kodującego dany 
enzym, co prowadzi do zamiany ściśle określonych reszt 
aminokwasowych w obrębie miejsca aktywnego tego 
enzymu. W wyniku tak przeprowadzonej mutagenezy 
uzyskuje się enzym o nowych, pożądanych właściwoś-
ciach [4, 5, 16, 19]. Alternatywą dla racjonalnego pro-
jektowania stała się, w ciągu ostatnich kilku lat, ukierun-
kowana ewolucja. Metoda ta naśladuje naturalny proces 
ewolucji zachodzący w przyrodzie [6, 7]. Mutacje mogą 

być wprowadzane w konkretnych miejscach przy uży-
ciu ukierunkowanej mutagenezy, bądź w obrębie całego 
genu poprzez losową mutagenezę [8, 18, 23]. Po prze-
prowadzonej mutagenezie, zmodyfikowane geny wpro-
wadza się do komórek gospodarza dla uzyskania ekspre-
sji różnych wariantów genu. Pozwala to na stworzenie 
biblioteki wariantów, którą należy przeszukać w  celu 
identyfikacji mutantów kodujących enzymy o ulepszo-
nych właściwościach [4, 7]. Następnie geny kodujące 
udoskonalone enzymy są wykorzystywane w kolejnej 
rundzie ukierunkowanej ewolucji, co może prowadzić 
do akumulacji pożądanych cech w jednym organizmie 
gospodarza (Rys. 1). 

2. Udoskonalanie enzymów
 metodami nierekombinacyjnymi

Metody nierekombinacyjne polegają na wprowadza-
niu w obrębie genu mutacji punktowych, które prowa-
dzą do substytucji pojedynczych aminokwasów, insercji 
lub delecji więcej niż jednego aminokwasu, jak również 
losowej mutagenezy wzdłuż całego genu [19].

Najbardziej popularną nierekombinacyjną metodą 
wprowadzania różnorodności genetycznej jest podatna 
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na błędy łańcuchowa reakcja polimerazy (error-prone 
Polimerase Chain Reaction; epPCR). Metoda ta polega 
na wprowadzeniu mutacji punktowych podczas reakcji 
PCR z użyciem termostabilnej polimerazy Taq, która 
w warunkach in vitro nie ma zdolności naprawy swo-
ich błędów [8, 11, 19, 23]. Dokładność tej polimerazy 
można dodatkowo zmniejszyć poprzez zwiększenie stę-
żenia jonów magnezu Mg2+ lub użycie nierównych stę-
żeń nukleotydów dNTP. Wadą epPCR jest generowanie 
często takich samych mutacji w obrębie genu lub mutacji 

milczących, które ze względu na degenerację kodu gene-
tycznego nie powodują zmiany aminokwasu [11, 19]. 

Technika epPCR została zastosowana przez L i u 
i wsp. [15] w celu poprawy aktywności enzymatycznej 
bakteryjnej lakazy Lac591 uczestniczącej w dekoloryza-
cji barwników tekstylnych. Lakazy bakteryjne, w odróż-
nieniu od grzybowych, charakteryzują się wysoką aktyw-
nością i stabilnością w wysokich wartościach pH oraz 
katalizują reakcje bezpośredniego utlenienia substratów, 
w tym barwników, o różnym potencjale redoks bez 

Rys. 1. Porównanie metod stosowanych w inżynierii białek, umożliwiających uzyskanie enzymów
 o ulepszonych właściwościach
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obecności mediatorów – niskocząsteczkowych związ ków 
pośredniczących w przekazywaniu elektronów z sub-
stratu do centrum aktywnego enzymu. W wyniku trzech 
rund losowej mutagenezy otrzymano mutanta Lac3T93, 
z czterema substytucjami aminokwasów (N40S, V55A, 
F62L, E316V), który charakteryzował się 4,8-krotnie 
wyższą aktywnością względem 2,6-dimetoksyfenolu 
(2,6-DMP) niż enzym dzikiego typu. Wprowadzone 
mutacje spowodowały również przesunięcie optimum 
pH mutowanego enzymu z 7,5 do 8,0 oraz optimum 
temperatury z 55°C do 60°C. 

Stosowanie lipaz w procesach przemysłowych uza-
leżnione jest od ich specyficzności i stabilności, oraz 
zdolności katalizy w obecności rozpuszczalników orga-
nicznych. K h u r a n a  i wsp. [13] zastosowali technikę 
epPCR w celu modyfikacji lipazy wyizolowanej z Bacil-
lus subtilis. Lipaza pochodząca z tego szczepu bak terii 
wykazywała optimum aktywności w temperaturze 
33 ± 4°C i w pH 8.0. Czas półtrwania (T½) tego enzymu 
w  temperaturze 50°C wynosił około siedem minut. 
W wyniku zastosowania jednej rundy epPCR uzyskano 
siedem mutantów, wśród których cztery wykazywały 
zwiększoną termostabilność. Sekwencjonowanie i ana-
liza sekwencji aminokwasowej jednego z nich wykazała, 
że wprowadzona mutacja spowodowała zamianę izo-
leucyny na treoninę w pozycji 56, w N-końcowej części 
łańcucha polipeptydowego. Mutacja ta nie wpłynęła 
na profil pH zmutowanego enzymu natomiast spo-
wodowała przesunięcie jego optimum temperatury do 
38 ± 3°C. Dodatkowo czas półtrwania tej formy enzymu 
w temperaturze 50°C wzrósł do 21 minut.

W 2009 roku N a k a z a w a  i wsp. [17] zastosowali 
ukierunkowaną ewolucję w celu zwiększenia aktywności 
katalitycznej endoglukanazy III, enzymu z grupy celu-
laz, względem karboksymetylocelulozy. Optimum pH 
działania tego enzymu wynosi 4,8, podczas gdy procesy 
przemysłowe prowadzone są w pH neutralnym bądź 
zasadowym. cDNA genu egl3 kodującego endogluka-
nazę III poddano dwom rundom losowej mutagenezy. 
Otrzymany mutant 2R4 był aktywny w szerszym zakre-
sie pH 4,4–8,8 niż jego forma dzika. Zmutowane białko 
zawierało sześć podstawień aminokwasów (G41E, T110P, 
K173M, Y195F, P210S, N2181), a jego aktywność wzglę-
dem karboksymetylocelulozy zwiększyła się 1,4-razy 
w porównaniu z enzymem typu dzikiego. Ponadto wzro-
sła jego termostabilność, dzięki czemu enzym nie tracił 
swojej aktywności przez 30 minut w temperaturze 55°C.

Losowa mutageneza techniką epPCR umożliwiła 
również zwiększenie aktywności subtylizyny E w roz-
puszczalniku organicznym – dimetyloformamidzie 
[21]. Subtylizyna E jest proteazą serynową efektywnie 
działającą w  alkalicznym środowisku, niewykazującą 
jednak aktywności w rozpuszczalnikach organicz-
nych. Kataliza w rozpuszczalnikach organicznych daje 
większe zastosowania subtylizyny E w syntezach orga-
nicznych, między innymi w  stereo selektywnych acy-

lacjach racemicznych. Stąd poszukiwanie enzymów 
aktywnych w tym środowisku. W 1993 roku A r n o l d 
i wsp. [3] otrzymali mutanta z czterema substytucjami 
aminokwasów (D60N, D97G, Q103R, N218S). W celu 
zwiększenia liczby mutacji przeprowadzono trzy rundy 
losowej mutagenezy, w wyniku czego wygenerowano 
kolejne 6  mutacji (G131D, E156G, N181S, S182G, 
S188P i T225A). Mutant z dziesięcioma substytucjami 
aminokwasów hydrolizował białkowe substraty 256-razy 
efektywniej niż dziki typ enzymu, w 60% dimetylofor-
mamidzie. Wszystkie mutacje wpływające na aktywność 
katalityczną tego mutanta w rozpuszczalniku organicz-
nym znajdowały się w tym samym rejonie białka, w obrę-
bie centrum aktywnego i kieszeni wiążącej substrat. 

Miejscowo specyficzna mutageneza wysycenia (Site- 
-Specyfic Saturation Mutagenesis; SSSM) umożliwia 
wprowadzenie wszystkich możliwych podstawień 
w okreś lonej pozycji sekwencji nukleotydowej danego 
białka warunkujących zastąpienie konkretnego ami-
nokwasu przez 19 pozostałych [11]. W mutagenezie 
wysycenia reakcję PCR przeprowadza się z uniwersal-
nymi starterami oraz mieszaniną dwóch mutagennych 
starterów, które zawierają określoną mutację i pozwalają 
zmodyfikować docelowy gen. W wyniku amplifikacji 
z użyciem obu typów starterów otrzymuje się fragmenty 
DNA mające komplementarne, nakładające się na sie-
bie końce. W kolejnych cyklach reakcji PCR następuje 
wydłużanie otrzymanych fragmentów z użyciem uni-
wersalnych starterów, co umożliwia ostatecznie uzyska-
nie zmodyfikowanego genu o pełnej długości [11]. 

Ukierunkowana ewolucja umożliwiła zmianę właś-
ciwości katalitycznych dioksygenazy anilinowej izolowa-
nej z Acinetobacter sp. Enzym ten kodowany jest przez 
pięć genów: atdA1, atdA2, atdA3, atdA4 i atdA5. Gen 
atdA3 ma wpływ na aktywność enzymu oraz jego spe-
cyficzność substratową. Mutacja w obrębie tego genu 
prowadząca do zamiany V205A umożliwiła wykorzy-
stanie przez zmutowany enzym 2-izopropyloalaniny 
(2IPA) jako substratu, podczas gdy dziki typ enzymu nie 
był w stanie degradować tego związku [1]. Zwiększenie 
specyficzności substratowej enzymu zmniejszyło jednak 
jego aktywność względem aniliny i 2,4-dimetyloalaniny 
(2,4DMA) odpowiednio o 8,4- i 28 razy w porównaniu 
z dziką formą enzymu. Przeprowadzając jedną rundę 
SSSM i epPCR genu mutanta V205A A n g  i wsp. [2] 
dodatkowo zwiększyli aktywność dioksygenazy anilino-
wej względem aniliny, 2,4DMA i 2IPA oraz poszerzyli 
jej specyficzność substratową w stosunku do 2-sekbu-
tyloaniliny. W sekwencji uzyskanego mutanta 3-R21 
zlokalizowano trzy mutacje: V205A, I248L i S404C. 

Wa n g  i wsp. [22] podjęli próby zmiany optimum 
pH z kwasowego na neutralne endoglukanazy III z Tri-
choderma reesei. Otrzymany w wyniku epPCR mutant 
N321T z substytucją nukleotydów powodującą zamianę 
asparaginy na treoninę wykazywał optymalną aktyw-
ność przy pH 5,4. Po przeprowadzeniu „mutagenezy 
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wysycenia” otrzymano dwa mutanty. Mutant N321D 
charakteryzował się optimum pH 4,0, natomiast mutant 
N321H wykazywał maksymalną aktywność w pH 5,5, 
jednak utrzymywał 84% aktywności w pH 6,0. 

3. Udoskonalanie enzymów metodami
 rekombinacyjnymi

Rekombinacyjne metody ukierunkowanej ewolu-
cji wprowadzające zmiany w obrębie genu polegają na 
rekombinacji homologicznych genów [19]. Metody te 
obejmują między innymi tasowanie DNA, w  którym 
gen kodujący docelowe białko poddaje się mutagene-
zie, na przykład metodą epPCR, a otrzymany zestaw 
homologicznych genów zawierających różne muta-
cje punktowe trawi się za pomocą DNazy I. Uzyskane 
fragmenty genów o dużej homologii pełnią rolę starte-

rów dla reakcji PCR, w wyniku czego uzyskuje się gen 
o pełnej długości. Ze względu na homologię uzyskanych 
fragmentów, podczas reakcji ich składania może docho-
dzić do rekombinacji między nimi. Ponieważ liczba tak 
zrekonstruowanych sekwencji jest niewielka, w drugim 
etapie tasowania DNA przeprowadza się reakcję PCR 
z użyciem starterów specyficznych dla rekombinowa-
nego genu, co pozwala na zwiększenie ilości złożonych 
sekwencji (Rys. 2) [7, 11, 19]. Stosowanie tej metody 
jest wydajne tylko dla regionów o wysokiej homologii 
sekwencji, gdyż geny o niskiej homologii dają niewielką 
liczbę zrekombinowanych wariantów [11]. 

C a n a d a  i wsp. [5] zastosowali tasowanie DNA 
w  celu zwiększenia specyficzności substratowej orto-
-monooksygenazy toluenowej (TOM) względem chlo-
rowanych związków alifatycznych i naftalenu. Mono-
oksygenaza ta, wyizolowana z Burkholderia cepacia G4 
składa się z trzech komponentów białkowych, na które 

Rys. 2. Etapy uzyskiwania zrekombinowanych genów metodą tasowania DNA, RACHITT i StEP. Opis w tekście
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składają się hydroksylaza, oksydoredukraza oraz białko 
przenoszące elektrony pomiędzy hydroksylazą i oksy-
doreduktazą. Enzym ten katalizuje utlenianie toluenu, 
trichloroetylenu (TCE) oraz chlorku winylu, jak rów-
nież utlenianie naftalenu do naftolu, ważnego interme-
diatu w syntezie herbicydów, insektycydów, leków oraz 
barwników. Monooksygenaza TOM wykorzystywana 
jest również często w bioremediacji ze względu na zdol-
ność do utleniania trichloroetylenu, który jest najczęst-
szym związkiem zanieczyszczającym wody gruntowe. 
Otrzymany mutant TOM-green, wykazywał dwukrotnie 
wyższą aktywność względem trichloroetylenu (TCE) 
w porównaniu z dzikim typem enzymu. Hydroksylacja 
0,1 mM naftalenu z udziałem zmutowanego enzymu 
następowała 6-krotnie szybciej niż z udziałem formy 
dzikiej. Ponadto enzym ten wykazywał aktywność dla 
wyższych stężeń substratu. 

Zastosowanie ukierunkowanej ewolucji obejmu-
jącej epPCR, a następnie trzy rundy tasowania DNA, 
przeprowadzone przez F a n g  i wsp. [9] umożliwiły 
poprawę aktywności alkalicznej lipazy pochodzącej 
z Proteus vulgaris (PVL). Uzyskany mutant, u którego 
stwierdzono trzy substytucje aminokwasowe (V102I, 
G197S i ZR229H) wykazywał aktywność 5,8-razy wyż-
szą w porównaniu z aktywnością białka dzikiego typu. 
Badając strukturę przestrzenną zmutowanej formy 
enzymu wykazano, że za wzrost aktywności odpowiada 
zmiana aminokwasu w pozycji 102.

Synteza rekombinowanego genu poprzez losowe 
przyłączanie starterów do matrycy DNA (Random 
Priming Recombination; RPR) jest metodą opartą na 
reakcji PCR. W metodzie tej w wyniku losowego przy-
łączania startera do matrycy uzyskuje się mieszaninę 
krótkich fragmentów DNA, które ze względu na wystę-
powanie sekwencji homologicznych, rekombinują two-
rząc gen o pełnej długości [19, 23]. RPR zastosowano 
w  celu zwiększenia specyficzności substratowej diok-
sygenazy bifenylowej szczepu Pseudomonas pseudoal-
caligenes KF707. W wyniku dwóch rund rekombinacji 
wyselekcjonowano mutanta o aktywności względem nie 
tylko bifenyli, ale także ich chlorowych pochodnych, 
dibenzofuranu, dibenzo-para-dioksyn, dibenzotiofenu 
oraz fluorenu. Wykazano, że za zmiany w specyficzności 
substratowej enzymu odpowiadała substytucja amino-
kwasu w pozycji 376 [20].

Synteza chimerycznego genu na tymczasowej ma - 
trycy DNA (Random Chimeragenesis on Transient 
Templates; RACHITT) pozwala na uzyskanie zre-
kombinowanego genu w wyniku losowej hybrydyzacji 
jednoniciowych fragmentów homologicznych genów 
z matrycą DNA. Matrycą jest zmodyfikowana nić 
DNA, niosąca gen homologiczny pochodzący z innego 
gatunku, zawierająca uracyl. Pierwszy etap rekombinacji 
obejmuje fragmentację pojedynczej nici DNA z udzia-
łem DNazy  I. Następnie uzyskane jednoniciowe frag-
menty DNA hybrydyzują z komplementarną matrycową 

nicią DNA. Nakładające się na siebie odcinki DNA są 
usuwane, a powstałe luki uzupełniane przez polime-
razę DNA. W kolejnym etapie matrycowy DNA ulega 
degradacji. Zrekombinowana nić zostaje zamplifiko-
wana w reakcji PCR, co prowadzi ostatecznie do uzy-
skania genu o pełnej długości [19]. Etapy uzyskiwania 
zrekombinowanego genu metodą RACHITT przedsta-
wiono na rysunku  2. C o c o  i wsp. [19] zastosowali 
opisana metodę w celu zwiększenia powinowactwa sub-
stratu do enzymu i poszerzenia specyficzności substra-
towej monooksygenazy dibenzotiofenowej, kluczowego 
enzymu w biodesulfurylacji paliw. W wyniku procesu 
rekombinacji dwóch homologicznych genów dszC 
uzyskano 175 chimer mających aktywność monook-
sygenazy dibenzotiofenowej, z których niektóre cha-
rakteryzowały się szerszą specyficznością substratową 
i większym powinowactwem do substratu (do 320%).

W przeciwieństwie do RACHITT, metoda rekom-
binacyjnego wydłużania DNA na skróconych matry-
cach (Recombined Extension on Truncated Templates; 
RETT) pozwala na uzyskanie fragmentów DNA bez 
udziału DNazy I. W metodzie tej stosuje się endonukle-
azę I, która rozpoznaje i trawi DNA w miejscach przy-
legających do nukleotydów pirymidynowych. Pozwala 
to na większą różnorodność uzyskanych fragmentów. 
W metodzie RETT matrycą dla zrekombinowanego genu 
są jednoniciowe, syntetyzowane w jednym kierunku 
fragmenty DNA, uzyskane w wyniku przeprowadzonej 
in vitro reakcji odwrotnej transkrypcji. Dzięki mutacjom 
wprowadzonym przez odwrotną transkryptazę podczas 
syntezy tych ssDNA uzyskuje się większą różnorodność 
genetyczną fragmentów. Po zsyntetyzowaniu przez 
odwrotną transkryptazę puli jednoniciowych fragmen-
tów DNA, miesza się je z primerami rozpoznającymi 
fragmenty zawierające koniec 3’ docelowego genu i prze-
prowadza pierwszą rundę reakcji PCR. Wydłużany ze 
specyficznego primera fragment DNA, w kolejnej reak-
cji PCR, przyłącza się do kolejnego ssDNA na zasadzie 
komplementarności, co prowadzi do dalszego wydłuża-
nia nici. Reakcje te powtarzane są aż do uzyskania pełnej 
długości nici kodującej gen docelowy [14]. 

L e e  i wsp. [14] wykorzystali metodę RETT w celu 
poprawienia termostabilności chitynazy. W badaniach 
poddali oni rekombinacji dwa homologiczne geny kodu-
jące ten enzym w komórkach szczepów Serratia marce-
scens ATCC21074 i S. liquefaciens GM1403. W wyniku 
reakcji uzyskano chimeryczny gen o ponad 70% homo-
logii z genami macierzystymi. Chimeryczna chitynaza 
odznaczała się 4-krotnie dłuższym czasem półrozpadu 
w temperaturze 60°C niż obie formy rodzicielskie.

Kolejną rekombinacyjną metodą umożliwiającą wpro- 
 wadzenie zmian w obrębie danego genu jest proces 
naprzemiennego wydłużania DNA (Staggered Extension 
Process; StEP). Pozwala ona na utworzenie biblioteki 
chimerycznych genów, w których jeden gen powstaje 
w wyniku rekombinacji kilku innych genów. W wyniku 



48 KATARZYNA HUPERT-KOCUREK, AGNIESZKA BANAŚ, DANUTA WOJCIESZYŃSKA, URSZULA GUZIK

naprzemiennie powtarzających się cykli denaturacji 
matrycy DNA i wydłużania fragmentów DNA powstają 
zrekombinowane geny. Rosnące fragmenty DNA przy-
łączają się do innej matrycy w każdym kolejnym cyklu 
reakcji (Rys. 2) [11, 19]. 

Metoda tasowania genów z użyciem zdegenerowa-
nych oligonukleotydów (Degenerate Oligonucleotide 
Gene Shuffling; DOGS) umożliwia tasowanie genów 
różniących się między sobą sekwencją nukleotydową, 
w  tym zawartością par G-C. W  pierwszym etapie 
sekwencje homologicznych genów porównuje się w celu 
identyfikacji konserwatywnych fragmentów. Następnie 
geny dzieli się na segmenty i dla każdego segmentu pro-
jektuje zdegenerowane primery. Każdy segment zostaje 
zamplifikowany z udziałem mieszaniny zdegenerowa-
nych primerów, a uzyskane fragmenty DNA są rozdzie-
lane i  izolowane z  żelu. W celu uzyskania odpowied-
niego poziomu rekombinacji badanego genu, uzyskane 
fragmenty miesza się w ściśle określonych proporcjach 
i używa jako matrycy w reakcji PCR z dodatkiem wspól-
nych primerów powodujących wydłużenie segmentów, 
tak aby zachodziły na siebie. Otrzymane produkty stano-
wią matrycę w kolejnych cyklach reakcji PCR, w których 
powstaje gen o pełnej długości. Gen oflankowany jest 
sekwencjami rozpoznawanymi przez wybrane enzymy 
restrykcyjne. Amplifikacja zrekombinowanego genu 
z udziałem primerów z wbudowanymi sekwencjami 
dla enzymów restrykcyjnych pozwala na wklonowanie 
uzyskanych rekombinantów do wektora, ich ekspresję 
i screening w kierunku posiadanej cechy [10]. 

4. Podsumowanie

Stosowanie enzymów w procesach przemysłowych 
jest ważnym aspektem nowoczesnej biotechnologii ze 
względu na korzystne właściwości biokatalizatorów. 
Najważniejsze z  nich to wysoka selektywność i  spe-
cyficzność umożliwiająca syntezę różnych związków, 
w tym pojedynczych enancjomerów. Kolejnym aspektem 
przemawiającym za stosowaniem enzymów są łagodne 
warunki procesu, które nie mają negatywnego wpływu 
na środowisko. Jednak dostępność odpowiednich enzy- 
mów do konkretnych procesów przemysłowych jest ogra- 
niczona, dodatkowo warunki ich prowadzenia często 
są skrajne, w których enzymy tracą stabilność i aktyw-
ność. Ukierunkowana ewolucja jest kluczową metodą 
pozwalającą na tworzenie enzymów o  ulepszonych 
właściwościach lub zupełnie nowych, mających duże 
znaczenie dla przemysłu. 
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1. Wstęp

Termofilne bakterie Lactobacillus helveticus są Gram-
-dodatnimi, niesporującymi pałeczkami należącymi do 
bakterii kwasu mlekowego (Lactic Acid Bacteria-LAB). 
Te obligatoryjnie homofermentatywne mikroorgani-
zmy są wykorzystywane w przemyśle mleczarskim jako 
kultury starterowe. Są organizmami auksotroficznymi 
pozbawionymi zdolności do syntezy większości amino-
kwasów niezbędnych do wzrostu. Występująca wśród 
bakterii kwasu mlekowego auksotroficzność dotyczy 
także zasad purynowych, pirymidynowych oraz wita-
min. L. helveticus do swojego wzrostu wymaga 29 róż-
nych związków organicznych z wymienionych grup [47].

Ze względu na zbyt małą ilość wolnych aminokwa-
sów w mleku, bakterie mlekowe wytworzyły złożony 
system proteolityczny zdolny do uwalniania tych związ-
ków poprzez hydrolizę kazein, albumin czy też globulin 
[12]. System ten składa się z trzech z podstawowych ele-
mentów, w skład których wchodzą proteinazy związane 
z powierzchnią komórki bakteryjnej tzw. białka CEPs 
(cell envelope associated proteinases). Enzymy te prowa-

dzą hydrolizę kazein do oligopeptydów. Drugim elemen-
tem sytemu, który pozwala na przyswajanie źródła azotu 
jest układ transportujący powstałe di- oraz tri peptydy do 
wnętrza komórki. Mechanizm tego transportu u bakterii 
L. helveticus nie jest jeszcze w pełni poznany. Ostatnim 
komponentem układu proteolitycznego są wewnątrzko-
mórkowe peptydazy o zróżnicowanej specyfice substra-
towej, które przyczyniają się do powstawania wewnątrz-
komórkowej puli wolnych aminokwasów [69] (rys. 2 i 3). 

Proteinazy związane z powierzchnią komórek bak-
terii rozwijających się w mleku oprócz roli, jaką pełnią 
w pozyskiwaniu niezbędnych aminokwasów dla wzro-
stu samych mikroorganizmów, przyczyniają się również 
do kreowania zapachu, smaku oraz konsystencji mlecz-
nych produktów fermentowanych biorąc udział w pro-
cesie proteolizy. Głównymi produktami proteolizy są 
aminokwasy, alkohole, estry, kwasy, aldehydy, a  także 
związki siarkowe [78]. Ponadto produkty aktywności 
proteinaz wykazują działanie prozdrowotne. Wpły-
wają na produkcję bioaktywnych peptydów o właści-
wościach immunomodulujących, hipotensyjnych oraz 
hamujących aktywność bakterii chorobotwórczych, 
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zmniejszają także ryzyko wystąpienia raka okrężnicy 
[21, 72, 81]. Wśród wszystkich bakterii należących do 
LAB, L. helveticus generują peptydy o najwyższej aktyw-
ności przeciwnadciśnieniowej [88]. Jednakże proteinazy 
związane z powierzchnią komórek bakterii L. helveticus 
nie są w pełni poznane i scharakteryzowane. Niniejsza 
praca koncentruje się na analizie genetycznych podstaw 
warunkujących właściwości białek CEP występujących 
u L. helveticus oraz możliwościach praktycznego zasto-
sowania szczepów tych bakterii. 

2. Właściwości peptydaz związanych z powierzchnią
 komórek (CEP) bakterii Lactobacillus helveticus

Wszystkie zidentyfikowane u L. helveticus białka 
CEP należą do proteinaz serynowych, a  ich wielkość 
mieści się w zakresie 170–180 kDa [66]. Poznane 
sekwencje aminokwasowe wykazują wysokie podo-
bieństwo tych enzymów do białek powierzchniowych 
S. Optymalny dla aktywności CEP zakres temperatury 
mieści się w granicach 37–45°C, natomiast optymalne 
wartości pH to 6–7 [56]. Najwyższy poziom aktywności 
proteo litycznej białek CEP odnotowano w ekspotencjal-
nej fazie wzrostu bakterii [23] i jest ona znacznie wyższa 
w przypadku hodowli bakterii inkubowanych w mleku 
niż na pożywce MRS [77]. Ponadto, zaobserwowano, 
iż dodatek jonów wapnia do podłoża hodowlanego, 
w  zależności od szczepu bakterii L. helveticus, może 
powodować wzrost lub znaczny spadek aktywności 

enzymatycznej [9, 56] Również miejsce cięcia kazeiny 
przez proteinazy należące do białek CEP jest wysoce 
specyficzne dla danego szczepu L. helvetius [58].

2.1. Budowa i charakterystyka białek CEP

Proteinazy należące do białek CEPs są zazwyczaj 
syntetyzowane w cytoplazmie bakterii w postaci długich 
i  nieaktywnych form- pre-pro-proteinaz składających 
się z około 2000 reszt aminokwasowych tworzących 
kilka odrębnych domen (Rys. 1) funkcjonalnych [8].

Pre-pro-proteinazy na swym N-końcu łańcucha pep- 
tydowego posiadają domenę preproproteinową (PP) 
zawierającą sekwencję sygnałową (S) zbudowaną z 40 ami- 
nokwasów, która jest niezbędna do translokacji białka 
przez błonę cytoplazmatyczną przy udziale białek grupy 
Sec. Sekwencja ta rozpoznawana jest przez specyficzne 
peptydazy związane z błoną komórkową. Efektem enzy-
matycznej hydrolizy wiązania pomiędzy Ala25 i Glu26 jest 
powstanie nieaktywnej formy pro-proteinazy PrtH, która 
ulega dalszym  modyfikacjom. Prodomena (PP), pełni 
rolę białka opiekuńczego (chaperonu) i odgrywa istotną 
rolę w procesie właściwego fałdowania się białka CEP. 
Domena ta również podlega procesowi autokatalizy, 
a miejsce przecięcia wiązania znajduje się między Glu176 
i Ala177 w przypadku PrtH, oraz pomiędzy Ala184 i Asn185 
dla PrtH2. Powyższe modyfikacje prowadzą do powsta-
nia aktywnej proteinazy składającej się z  1673  reszt 
aminokwasowych i wykazującej 45% podobieństwo do 
białek CEP obecnych u laktokoków [13, 58]. 

Rys.1. Schematyczne porównanie budowy proteinaz związanych z powierzchnią komórki u różnych bakterii LAB [73]
PP: preprodomena, DK: domena katalityczna; I: domena insercyjna; A: domena A; B: domena B; H: domena H- helisa (helix domain),
W: domena W- łącznik; AN: anchor (domena zakotwiczona w błonie). Na podstawie [69] dzięki uprzejmości i za zgodą autorów [73]
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Kolejnym elementem budowy opisywanych bia-
łek enzymatycznych jest domena katalityczna (PR) 
(~500  aminokwasów), która należy do proteaz sery-
nowych i  jest najbardziej konserwatywną domeną. Za 
aktywność opisywanych enzymów odpowiedzialne są 
aminokwasy: kwas asparaginowy (D), histydyna (H) 
i  seryna (S). W obszarze domeny katalitycznej PrtH 
została zidentyfikowana dodatkowa sekwencja (Rys. 1) 
tzw. domena inercyjna (I) (~150 reszt aminokwasowych), 
której rola nie jest do końca poznana. Przypuszczalnie 
bierze ona udział w procesie fałdowania oraz ogrywa 
rolę w kształtowaniu się specyfiki substratowej białek 
enzymatycznych, domena ta nie występuje w PrtH2 [66].

Nieznana jest także funkcja domeny A (~400 ami-
nokwasów). Domena B (~500 aminokwasów) praw-
dopodobnie bierze udział w stabilizowaniu domeny 
katalitycznej oraz bierze udział w procesie autokatalizy, 
jest obecna u większości CEPs, ale nie występuje w PrtS 
u Streptococcus thermophilus. Wchodząca w skład PrtH 
domena B ma strukturę β-kartki i jest bogata w tyro-
zynę (11%) oraz lizynę (12%), w budowie tej domeny 
nie stwierdzono obecności cysteiny oraz metioniny [73]. 

Struktura drugorzędowa domeny H jest helisą o dłu-
gości około 200 aminokwasów i jest ona zaangażowana 
w utrzymywaniu odpowiedniego ustawienia domen A 
oraz B poza ścianą komórki. Obecność tej domeny 
stwierdzono jedynie w budowie PrtP (210 reszt ami-
nokwasowych), PrtS (367 aminokwasów) oraz PrtH 
(72 aminokwasy) (Rys.1). Skład aminokwasowy domeny 
H stanowią odpowiednio: lizyna (22%), alanina (21%), 
kwas asparaginowy (17%) oraz leucyna (13%) [73].

Hydrofobowa domena W (~100 aminokwasów) 
pełni funkcję łącznika kompleksu wszystkich opisa-
nych domen ze ścianą komórki [8]. Interesujące jest 32% 
podobieństwo składu aminokwasowego C-końcowego 
fragmentu PrtH (aminokwasy 1538–1639) do C-koń-
cowego fragmentu białka powierzchniowego S bakterii 
Lactobacillus acidophilus [58]. 

Mechanizm odpowiadający za zakotwiczenie białka 
CEP w błonie komórkowej Lactobacillus helveticus 
znacząco różni się od tego, jaki powszechnie występuje 
wśród bakterii LAB. Na C-końcu PrtH oraz PrtH2 nie 
zidentyfikowano obecności typowej dla białek CEP 
sekwencji sygnałowej (motyw LPxTG) odpowiedzialnej 
za kotwiczenie kompleksu domen [13].

Elementem różnicującym budowę białek CEP u posz-
czególnych bakterii jest domena zakotwiczona w bło-
nie komórkowej (AN) zlokalizowana bezpośrednio za 
domeną W (Rys. 1). Jest ona fragmentem wchodzącym 
w skład PrtP oraz PrtS [51, 69]. 

Proteinazy związane z powierzchnią komórek 
bakterii L. helveticus oraz L. delbrueckii subsp. bulga-
ricus (PrtH, PrtB) nie posiadają domeny kotwiczącej 
w błonie, są związane ze ścianą komórkową jedynie za 
pomocą domeny W [58, 69, 73]. 

L e e n h o u t s  przedstawił dwa różne mechanizmy 
kotwiczenia białek CEP do powierzchni komórek bak-
terii mlekowych. Pierwszym sposobem przyłączenia 
białek CEP do bakteryjnej komórki jest wiązanie kowa-
lencyjne pomiędzy motywem LPxTG białka CEP i pep-
tydowymi wiązaniami peptydoglikanu ściany komórki. 
Drugą możliwością jest elektrostatyczne oddziaływa- 
nie pomiędzy dodatnio naładowanym C-końcem białka 
CEP i ujemnie naładowanymi resztami kwasów techo-
jowych, bakteryjnej ściany komórkowej [38]. PrtH 
jest prawdopodobnie przymocowane do ściany komór-
kowej za pomocą podobnego mechanizmu, jaki bie- 
rze udział w przytwierdzaniu do powierzchni komórki 
białek powierzchniowych S (S-layer protein) [38, 58, 
69]. Sugeruje się również, iż białka CEP są połączone 
z komórką bakterii poprzez oddziaływania sił elektro-
statycznych [58, 70].

Białka CEP wykazują różną specyfikę substratową 
w stosunku do kazeiny – białka najobficiej występują-
cego w mleku. Jest to kryterium podziału białek CEP na 
kilka typów enzymów. Typ PI – w pierwszej kolejności 
rozkłada enzymatycznie β-kazeinę, hydrolizując ją na 
ponad 100 różnych związków (oligo- i polipeptydów) 
zawierających od 4 do 30 reszt aminokwasowych, enzym 
ten zdecydowanie słabiej hydrolizuje κ- kazeinę. Typ PIII 
hydrolizuje zarówno αs1-, αs2-, β- jak i κ-kazeinę. Wystę-
pujące u rodzaju Lactobacillus białka CEP zaliczane są 
zarówno do typu PI, PIII jak i pośredniego PI/PIII [8].

2.2. Mechanizm katalitycznego działania CEP’s

Miejsce działania białek CEP jest uzależnione 
od postaci oraz fakcji białka mleka (αs1-, αs2-, β- lub 
κ-kazeiny). Ostatnie badania dowiodły, iż zarówno 
aktywność proteolityczna jak i swoistość względem kaze-
iny w czystej postaci oraz miceli kazeinowych w mleku 
jest odmienna u różnych szczepów L. helveticus. Mimo 
dużej, szczepowej specyfiki cięcia kazeiny potwier-
dzono obecność dwóch specyficznych miejsc działania 
enzymu: Phe190-Leu191 oraz Glu175-Lys176 dla czterech 
z piętnastu przebadanych szczepów L. helveticus [66].

Frakcja αs1-, jest szybciej hydrolizowana w porów-
naniu do frakcji β-kazeiny. Kinetyka procesu hydrolizy 
αs1-kazeiny była znacznie większa w przypadku szcze-
pów posiadających dwa białka enzymatyczne należące 
do CEPs w porównaniu do bakterii posiadających jeden 
typ proteaz serynowych związanych z powierzchnią 
własnej komórki. W wyniku enzymatycznej hydrolizy 
αs1-kazeiny zidentyfikowano od 54 do 74  peptydów 
przy czym, 22–30% stanowiły peptydy uwolnione przy 
udziale jedynie PrtH2 podczas gdy 41–49% stanowiły 
peptydy powstałe w wyniku enzymatycznej aktywności 
PrtH oraz PrtH2. Długość powstałych peptydów mieś-
ciła się w zakresie 6–33 reszt aminokwasowych. Ziden-
tyfikowano również regiony odporne na proteolityczne 
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działanie białek CEPs zarówno w β- jak i αs1-kazeini [26, 
66]. Wzór hydrolitycznej degradacji αs1-kzeiny przez 
białka CEP L. helveticus jest zróżnicowany. Jedynie Ile6 
-Lys7 , Gln9 -Gly10 oraz Leu142 -Ala143 są wspólnymi dla 
większości bakterii L. helveticus miejscami enzymatycz-
nego działania proteinaz należących do grupy PrtH. 
Pozostałe miejsca hydrolitycznego rozpadu αs1-kazeiny 
są ściśle uzależnione od szczepu [22, 23, 66]. 

Fragment 1–23 αs1-kazeiny jest głównym substratem 
hydrolizy αs1-kazeiny przy udziale PrtH L. helveticus. 
W ośmiu badanych szczepach L. helveticus zaobserwo-
wano cztery różne wzory trawienia αs1-kazeiny [53]. 
Hydroliza αs1-kazeiny zachodzi głównie na N-końcu łań-
cucha peptydowego, pomiędzy pierwszym a czterdzie-
stym aminokwasem oraz we fragmencie znajdującym się 
pomiędzy 80 i 150 resztą aminokwasową [66]. Degra-
dacja enzymatyczna zachodzi również na C-końcu łań-
cucha, jednak w znacznie mniejszym stopniu i odnosi 
się ona do fragmentu sekwencji αs1-kazeiny znajdują-
cego się pomiędzy 170, a 199 aminokwasem. Bakterie 
L. helveticus w zależności od posiadanych typów CEP 
wykazują odmienne profile produktów powstałych po 
hydrolizie αs1-kazeiny: PrtH jest odpowiedzialny za 
uwolnienie fragmentów αs1-CN(1–16), αs1-CN(17–23), 
αs1-CN(1–17) oraz αs1-CN(18–23), natomiast miejsca 
specyficznego cięcia PrtH2 dotycząαs1-CN(1–9), αs1-CN 
10–23), αs1-CN(1–16) i αs1-CN(9–23) [58].

Niektóre specyficzne miejsca hydrolitycznego działa-
nia białek CEP na αs1-kazeinę są wspólne dla większości 
szczepów np., Met4-Glu5, Glu5-His6, Lys24 -Asn25. Pozo-
stałe regiony są najprawdopodobniej niedostępne dla 
proteinaz CEP [66].

Frakcja κ-kazeiny nie jest hydrolizowana przez CEP 
należące do Lb. helveticus, lub jest ona degradowana 
jedynie w niewielkim stopniu [22, 70].

2.3. Geny kodujące białka CEP oraz mechanizmy
 kontrolujące ich biosyntezę

Wiele bakterii kwasu mlekowego posiada unikalne 
i  charakterystyczne dla siebie proteinazy związane 
z  powierzchnią własnej komórki. Wśród białek CEP 
najlepiej poznane i opisane na poziomach genetycznym 
i biochemicznym są: PrtP zidentyfikowane u szczepów 
Lactococcus lactis [29,31], PrtS występujące u Strepto-
coccus thermophilus [8], PrtB u L. delbrueckii subsp. bul-
garicus [14] oraz PrtR u L. rhamnosus [56, 86]. Bakterie 
należące do grupy LAB zazwyczaj posiadają tylko jeden 
typ CEP, jednak u L. bulgaricus oraz L. helveticus odno-
towano obecność dwóch różnych proteinaz związanych 
z powierzchnią komórki bakterii [58, 80].

W  szczepie L. helveticus CNRZ32 proteazy PrtH 
i PrtH2 związane z powierzchnią komórki (kodowane 
przez geny prtH i prtH2) przyczyniają się do wysokiej 
aktywności proteolitycznej tych bakterii [14, 77]. Częś-

ciowe zsekwencjonowanie produktów reakcji PCR ujaw-
niło istnienie różnych alleli zarówno dla genu prtH2 jak 
i  prtH. Pomimo podobnej masy cząsteczkowej białka 
PrtH i PrtH2, pod względem sekwencji aminokwaso-
wych są jedynie w 22% podobne do siebie [13].

Przeprowadzone ostatnio badania molekularne tego 
szczepu doprowadziły do wyodrębnienia dodatkowych 
genów prtH3 i prtH4 również kodujących białka CEP [4, 
26]. Jednak ich dokładna budowa oraz specyfika działa-
nie nie są w pełni poznane i wymagają dalszych analiz. 

Wśród szczepów należących do L. helveticus stwier-
dzono możliwość występowania różnych kombinacji 
genów kodujących CEP: prtH2/prtH3, prtH3/prtH4 lub 
prtH/prtH2/prtH3/prtH4. Najnowsze badania wskazały, 
iż taka różnorodność zestawień omawianych genów 
może prowadzić do odmiennych poziomów aktywno-
ści białek CEP u poszczególnych szczepów. Niezbędne 
jest przeprowadzenie dalszych badań w celu określenia 
procentowego udziału czterech różnych białek CEP 
u L. helveticus i zbadanie ich wzajemnego oddziaływania 
na poziomie aktywności enzymatycznej oraz specyfiki 
substratowej [66]. 

Bakterie L. helveticus wydają się być wyjątkowymi 
pod względem zmienności liczby genów białek CEP 
wśród wszystkich bakterii kwasu mlekowego [56, 57].

U bakterii Lactococcus lactis subsp. cremoris, gen 
prtP poprzedzony jest transkrypcją genu lipoprote-
inzy (prtM) związanej z błoną komórkową (PrtM), 
niezbędnej do autokatalitycznego dojrzewania PrtP 
[20]. Zarówno gen prtP jak i prtM L. lactis są zlokalizo-
wane na plazmidzie natomiast u termofilnych bakterii 
z rodzaju Lactobacillus geny kodujące białka CEP znaj-
dują się na chromosomie bakteryjnym [39, 58]. W genie 
prtH bakterii L. helveticus ROSELL 5089 stwierdzono 
obecność mobilnych elementów ILS2 [8].

Regulacja procesu biosyntezy białek CEP u LAB od- 
bywa się na poziomie transkrypcji. W procesie kontrolu-
jącym powstawanie proteinaz związanych z powierzch-
nią komórek bakterii, główną rolę odgrywa represor 
CodY (Rys. 2), jest on również zaangażowany w kon-
trolę biosyntezy wielu innych białek. W odpowiedzi na 
wysoką zawartość wewnątrzkomórkowych aminokwa-
sów (leucyny, izoleucyny i waliny) CodY przyłącza się do 
odpowiedniego miejsca na łańcuchu DNA, do sekwencji 
AATTTTCWGAAAATT (tzw. CodY-box) [19, 24, 59]. 
Miejsce to zlokalizowane jest w regionie promotorowym 
genów proteolitycznych lub bezpośrednio przed nim. 
Przyłączenie represora prowadzi do zahamowania eks-
presji białek, tym samym uniemożliwiając uwalnianie 
aminokwasów na drodze enzymatycznej degradacji 
kazeiny. Jednakże, w przypadku bakterii L. helveticus 
nie stwierdzono obecności genu represora CodY ani 
żadnego genu homologicznego do codY, nie zidenty-
fikowano także sekwencji odpowiadającej CodY-box. 
W  dalszym ciągu nieznane są mechanizmy odpowia-
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dające za kontrolę i regulację proteolizy u L. helveticus 
i innych bakterii z tego rodzaju [3]. 

W innych badaniach wykazano, iż w podłożu 
hodowlanym bogatym w peptydy obniża się znacznie 
poziom biosyntezy białek CEP, co stało się podstawą do 
powstania hipotezy występowania peptydo-zależnego 
mechanizmu kontroli ekspresji genów prtH odbywają-
cego się na poziomie transkrypcyjnym [22]. 

3. Mechanizm działania systemu proteolitycznego
 Lactobacillus helveticus 

Oligopeptydy będące produktem reakcji hydrolizy 
kazeiny są transportowane do wnętrza komórki bakterii 
L. helveticus. Transfer ten odbywa się przy udziale białka 
transportowego (DtpT), podobnego do DtpT obecnego 
u Lactococcus lactis [48]. Gen kodujący to białko (dtpT) 
znajduje się w sąsiedztwie genu pepN kodującego ami-
nopeptydazę N. Zaobserwowano, iż ekspresja dtpT nasila 
się podczas hodowli drobnoustrojów w pożywce boga-
tej w peptydy (MRS), zjawisko to nie występuje podczas 
inkubacji w mleku. DtpT (Rys. 2 i 3) jest proteiną trans-
membranową z C- i N- końcem zakotwiczonym w cyto-
plazmie komórki. Transporter ten należy do rodziny PTR 
i napędzany jest siłą protonomotoryczną [77].

Dokładny mechanizm transportu dużych peptydów 
generowanych przez CEP L. helveticus jest nadal nie-
znany i większość informacji opiera się na mechanizmie 
analogicznym systemie występującym L. lactis, u których 

oligopeptydy (o długości od 4 do 18 aminokwasów) oraz 
peptydy niskocząsteczkowe wnikają do wnętrza komórek 
za pośrednictwem systemu transportu aminokwasów, 
di- i tri-peptydów oraz oligopeptydów (Opp) [46]. 

Opp składa się z kompleksu pięciu podjednostek 
białkowych, w skład którego wchodzą: OppA- lipopro-
teina zbudowana z 35 reszt aminokwasowych, zlokali-
zowana na ścianie komórkowej i zakotwiczona w błonie 
komórkowej lipidowym N-końcem- jest odpowiedzialna 
za przyłączanie substratu [7], dwa integralne białka bło-
nowe (OppB i OppC) oraz dwa białka związane z błoną 
cytoplazmatyczną zdolne do wiązania z ATP (OppD 
i OppF). U L. lactis geny kodujące ten 5-białkowy kom-
pleks są zlokalizowane w dwóch następujących po sobie 
operonach oppDFBC i oppA. Analiza mikromacierzy 
L. helveticus CNRZ 32 wykazała, że ekspresja genów 
opp (tak jak prtH i  prtH2) była wyższa w przypadku 
hodowli bakterii w mleku, co sugeruje że u L. helveticus 
w transport oligopeptydów zaangażowany jest, opisany 
u L. lactis transporter oligopeptydowy Opp [77].

Opp to transporter ABC (ATP-Binding Cassette 
Transporters) posiadający kasetę wiążącą ATP, a uwal-
niana w wyniku hydrolizy ATP energia jest wykorzysty-
wana do przemieszczenia oligopeptydów do cytoplazmy 
komórki [7].

Przypuszcza się iż w transport produktów hydroli-
tycznego rozkładu kazeiny do wnętrza komórki może 
być także zaangażowany drugi transporter ABC (Opt). 
Został on uprzednio zidentyfikowany u  Lactococcus 
lactis MG1363 i opisany jako Dpp. Obecność kodonu 

Rys. 2. Schemat systemu proteolitycznego oraz regulacji ekspresji genów występujące u bakterii Lactococcus lactis.
Na podstawie [66] dzięki uprzejmości i za zgodą wydawnictwa Elsevier [69], dzięki uprzejmości i za zgodą autorów
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stop w genie dppP ogranicza specyficzność substratową 
Dpp do di-i tripeptydów. Transporter ten składa się 
z dwóch białek wiążących oligopeptydy (OptA i OptS), 
jednak tylko OptA uczestniczy w transporcie pozako-
mórkowych oligopeptydów [36]. Przypuszczanie Opt 
występuje także u L. helveticus [39].

Najprawdopodobniej obecność dwóch systemów wy- 
chwytu oligopeptydów może zwiększyć wydajność tran- 
sportu, a w konsekwencji zwiększyć możliwość przy-
swajania produktów rozpadu kazeiny przez bakterie, co 
z kolei sprzyja ich rozwojowi w mleku [66].

Obecne w cytoplazmie wewnątrzkomórkowe pepty-
dazy (Rys. 3): tripeptydazy (PepT), dipeptydazy (PepV, 
PepD, PepDA), peptydazy prolinowe (PepX, PepI, PepR, 
PepQ, PepP), aminopeptydazy (PepN, PepC, PepA, 
PepS, PepL, PCP) endopeptydazy (PepO, PepF) rozkła-
dają pobrane peptydy do wolnych aminokwasów. Mogą 
one ulegać dalszym przemianom biochemicznym m.in. 
reakcjom dehydrogenacji, redukcji, transaminacji, czy 
dekarboksylacji z jednoczesnym wytworzeniem takich 
produktów jak: kwasy tłuszczowe, aldehydy, ketony, lak-
tony, estry, alkohole i innych związków [44].

4. Znaczenie i możliwości praktycznego
 wykorzystania systemu proteolitycznego
 bakterii Lactobacillus helveticus

Obecnie co raz częściej bakterie L. helveticus są sto-
sowane w produkcji wyrobów mleczarskich jako kultury 
starterowe, głównie dzięki wysokiej tolerancji na niskie 

pH oraz szybkość z jaką ukwaszają mleko. Są w stanie 
obniżyć wartość pH mleka do 3,5 podczas gdy Lactococ-
cus lactis i S. thermophilus hamują swój rozwój i zdol-
ność do jego zakwaszania przy pH 4,3 [52]. 

Procesy proteolityczne mają szczególne znaczenie 
w  technologii produkcyjnej żywności, są kluczowym 
etapem zachodzącym podczas dojrzewania serów, 
wpływają na teksturę oraz smak [78]. Rodzime prote-
inazy mleka np. plazmina (E.C.3.4.21.7) oraz enzymy 
koagulujące np. podpuszczka, chymozyna (rennina, E.C. 
3.4.23.4) dodawane podczas procesu technologicznego 
wstępnie hydrolizują cząsteczki kazeiny. Jednakże to 
właśnie proteinazy CEP są uważane za główny czynnik 
odpowiedzialny za zachodzące podczas dojrzewania 
sera procesy proteolityczne [46].

Spośród wszystkich bakterii kwasu mlekowego 
L. helveticus charakteryzują się najwyższą aktywnoś-
cią proteolityczną [68]. Ponadto, duża zdolność tych 
bakterii do proteolizy białek mleka przyspiesza proces 
dojrzewania sera [6, 40]. L. helveticus jest często stoso-
wany w połączeniu z Lactococcus lactis oraz L. paracasei. 
Obecność w składzie zakwasu serowarskiego L. helve-
ticus w  produkcji serów typu szwajcarskiego, czy też 
Mozza rella wpływa na ich właściwości technologiczne, 
takie jak rozciągliwość i topliwość. Rozciągliwość pod 
koniec dojrzewania serów typu szwajcarskiego w rzeczy-
wistości jest 2,5 razy większa w przypadku produktów 
wytwarzanych z udziałem L. helveticus niż z L. delbru-
eckii subsp. lactis [61]. Jest to związane z aktywnością 
i specyfiką białek CEP oraz innych bakteryjnych pep-

Rys. 3. Schematyczne systemu proteolitycznego występującego u L. helveticus, na podstawie systemu proteolityczngo obecnego u dotych-
czas poznanych bakterii mlekowych. Sposób wiązania się białek PrtH do powierzchni komórek bakterii i, obecność białka PrtM jak 
i wielkość transportowanych przez błonę oligopeptydów w dalszym ciągu pozostają niewyjaśnionymi kwestiami u bakterii L. helvetius.

Na podstawie [66] za zgodą wydawnictwa Elsevier [69], dzięki uprzejmości i za zgodą autorów]
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tydaz wpływających na powstawanie peptydów o zróż-
nicowanych właściwościach [23, 54, 66].

Degradacja kazeiny przez peptydazy, jest źródłem 
powstawania składników wpływających na rozwój 
smaku, aromatu oraz tekstury produktu. W  wyniku 
omawianego procesu enzymatycznego zostają uwol-
nione aminokwasy, aldehydy, kwasy, alkohole, sub-
stancje lotne, estry i inne składniki odpowiadające za 
cechy sensoryczne wyrobu. Na charakterystykę zacho-
dzących procesów wpływa aktywność enzymatyczna 
i specyficzność substratowa enzymów proteolitycznych 
poszczególnych szczepów bakteryjnych [9]. Efektem 
hydrolitycznego rozkładu kazeiny jest także uwolnienie 
i  nagromadzenie hydrofobowych peptydów bogatych 
w prolinę, odpowiadających za powstawanie niepożą-
danego gorzkiego smaku [79]. Ze względu na wysoką 
aktywność proteolityczną, szczepy L. helveticus mogą 
hydrolizować hydrofobowe peptydy takie jak peptyd 
β-CN (193–209) i  w  znacznym stopniu redukować 
gorzki smak sera [66]. Dotyczy to zastosowania kultur 
starterowych zawierających zarówno żywe jak i atento-
wane bakterie L. helvetius [30].

Eksperymenty in vitro wykazały, że mniejsza ilość 
gorzkich peptydów generowana jest podczas hydrolizy 
kazeiny przez szczepy posiadające proteinazy typu PIII, 
czyli większość szczepów L. helveticus. Proteinazy 
typu  PIII początkowo rozszczepiają duże fragmenty 
kazeiny od C-końca w przeciwieństwie do proteinaz 
typu PI, których aktywność i specyfika enzymatyczna 
bezpośrednio prowadzą do powstawania bardzo krót-
kich, gorzkich peptydów [84].

Bakteryjna proteoliza generuje również zestaw pep-
tydów związanych z efektem prozdrowotnym. Łań-
cuchy oligopeptydowe powstałe dzięki aktywności 

proteolitycznej enzymów związanych z powierzchnią 
komórek bakterii są źródłem bioaktywnych peptydów 
powstających przy udziale wewnątrzkomórkowych pep-
tydaz bakterii kwasu mlekowego. Peptydy bioaktywne 
wywołują m.in. efekty: hipocholesterolemiczny, antyok-
sydacyjny, przeciwzakrzepowy, immunomodulacyjny, 
antagonistyczny względem opioidów (Rys. 4), oraz efekt 
antybakteryjny [17, 21, 28, 32, 33, 42]. W przetwórstwie 
żywności, oprócz bezpieczeństwa zdrowotnego, niezwy-
kle istotne jest posiadanie aktywności antagonistycznej 
wobec bakterii gnilnych i chorobotwórczych. Bakterie z 
gatunku Lactobacillus rhamnosus hamują wzrost Micro-
coccus sp., Pseudomonas fluorescens, Staphylococcus 
aureus i E. coli [60]. U tych bakterii PrtR generuje oligo-
peptydy, z których w wyniku enzymatycznej aktywności 
wewnątrzkomórkowych peptydaz uwalniane są peptydy 
o właściwościach prozdrowotnych [64].

Bioaktywne peptydy zostały również zidentyfi-
kowane w mleku fermentowanym przez L. helveticus 
pozytywny efekt zdrowotny tych specyficznych frag-
mentów białkowych zależy od ich składu i sekwencji 
aminokwasowej. Rozmiar bioaktywnych sekwencji jest 
zróżnicowany i może wynosić od dwóch do dwudziestu 
aminokwasów. Część peptydów wykazuje wielofunk-
cyjne właściwości [42, 71, 72, 75].

Najskuteczniejszym sposobem na zwiększenie zawar - 
tości bioaktywnych peptydów w fermentowanych pro- 
duktach mlecznych (Tab. I) jest fermentowanie lub 
współfermentowanie pro duktu z zastosowaniem wysoko 
proteolitycznych szczepów LAB. Wybór szczepu ma 
istotne znaczenie dla skuteczności uwalniania tych 
krótkich łańcuchów peptydowych. Jeżeli zastosowany 
szczep posiada zbyt wysoką aktywność proteolityczną, 
wówczas następuje enzymatyczna hydroliza peptydów 

Rys. 4. Prozdrowotne efekty biopeptydów uwalnianych z białek mleka na drodze bakteryjnej proteolizy. Na podstawie [45].
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bioaktywnych. Z tego też powodu, kluczowym elemen-
tem pozwalającym uzyskać wysokie stężenia peptydów 
bioaktywnych jest i dobór szczepu o znanej aktywności 
i specyfice enzymatycznej, posiadającego odpowiednie 
właściwości proteolityczne (Tab. II). 

Większość badań koncentruje się na przeciwnadci-
śnieniowym wpływie peptydów wytwarzanych przez 
szczepy L. helveticus [10, 27]. Wykazano, iż spożywanie 
mleka fermentowanego przez L. helveticus wpływało na 

obniżenie ciśnienia krwi u pacjentów z nadciśnieniem 
[71, 72]. Powyższy efekt był wynikiem obecności inhi-
bitorów konwertazy angiotensyny (Angiotensin Conver-
ting Enzyme Inhibitors, ACEI) pochodzących głównie 
z β-kazeiny (Rys.5) [10, 63]. Wśród nich peptydy, Val-
-Pro-Pro (VPP) i Ile-Pro-Pro (IPP) wykazują najwyższe 
właściwości antyhypertensywne [49, 50], a ich obecność 
zidentyfikowano w mleku fermentowanym przez szczep 
L. helveticus i Saccharomyces cerevisiae (Tab. II). 

Typ sera
Parmigiano–Reggiano β-cn f(8–16), β-cn f(58–77), αs2-cnf(83–33) Powstawanie fosfopeptydów [1]
Cheddar Fragmenty αs1- i β-cn Powstawanie fosfopeptydów [74]
Mozzarella β-cn f(58–72) inhibitor ACE [76]
Crescenza, Italico, Gorgonzola, Gouda αs1- -cn f(1–9), β-cn f(60–68) inhibitor ACE [67]
Festivo αs1- -cn f(1–9), αs1- f(1–7), αs1- f(1–6) inhibitor ACE [65]
Emmental Fragmenty αs1- i β-cn Powstawanie fosfopeptydów, [11]
  immunomodulujące,
  przeciwdrobnoustrojowe
Manchego Fragmenty owczej α s1- i β-cn inhibitor ACE [18]
Mleko fermentowane
Zsiadłe mleko β-cn f(74–76), β-cn f(84–86), κ-cn f(108–111) antyhypertensyjne [49]
Dahi Ser-Lys-Val-Tyr-Pro inhibitor ACE [2]

Tabela I
Bioaktywne peptydy zidentyfikowane w fermentowanych produktów mlecznych (na podstawie [34] za zgodą wydawnictwa Elsevier)

Legenda: α s1- -cn: α s1- -kazeina, αs2 -cn: αs2 -kazeina, β-cn: β-kazeina, κ-cn: κ-kazeina

Produkt Przykład
zidentyfikowanego bioaktywnego peptydu Bioaktywne działanie Piśmien-

nictwo

Tabela II
Przykłady bioaktywnych peptydów uwalnianych z białek mleka przez różne mikroorganizmy i ich enzymy

(na podstawie [34] za zgodą wydawnictwa Elsevier)

Lactobacillus helveticus, β-cn Val-Pro-Pro, Ile-Pro-Pro inhibitor ACE [49, 50]
Saccharomyces cerevisiae κ -cn  antyhypertensyjne
L. delbrueckii subsp. bulgaricus β-cn Ser-Lys-Val-Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly Pro-Ile inhibitor ACE [2]
Streptococcus thermophilus β-cn Ser-Lys-Val-Tyr-Pro inhibitor ACE [2]
+ Lactococcus lactis subsp. 
lactis biovar. diacetylactis
L. helveticus ICM 1004 Hydrolizat odtłusz- Val-Pro-Pro, Ile-Pro-Pro inhibitor ACE [56]
Ekstrakt komórkowy czonego mleka
enzymy Lactobacillus GG αs1-cn Tyr-Pro-Phe-Pro,  inhibitor ACE [64]
+ trypsyna i pepsyna  β-cn Ala-Val-Pro-Tyr-Pro-Gln-Arg, immuno stymuluące
  Thr-Thr-Met-Pro-Leu-Trp anatagoni styczna wobec
   receptorów opioidowych
Proteinaza L. helveticus CP90 β-cn Lys-Val-Leu-Pro-Val-Pro-(Glu) inhibitor ACE [41]
L. helveticus CPN 4 białka serwatkowe Tyr-Pro inhibitor ACE [89]
L. delbrueckii subsp. κ -cn Ala-Arg-His-Pro-His-Pro-His-Leu- Antyoksydacyjne [35]
bulgaricus IFO13953  -Ser-Phe-Met
L. delbrueckii subsp. β-cn Wiele fragmentów inhibitor ACE [17]
bulgaricus SS1 Lactococcus κ -cn
lactis subsp. cremoris FT4

Mikroorganizm Białko
prekursorowe Sekwencja peptydu Działanie bioaktywne Piśmien-

nictwo
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Działanie peptydaz jest uzależnione w dużej mie- 
rze od warunków wzrostu bakterii, co pozwala do pew-
nego stopnia na kontrolowanie powstawania bioak-
tywnych peptydów. W zależności od użytego szczepu 
jak również temperatury, pH stężenia soli oraz rodzaju 
i dostępności źródła węgla i azotu w podłożu hodow-
lanym można uzyskać różne produkty procesu hydro- 
lizy białka [87].

Stężenie inhibitorów konwertazy angiotensyny (ACE-
-inhibitors) w produkcie zależy od równowagi pomiędzy 
szybkością powstawania tych peptydów, a procesami ich 
enzymatycznej inaktywacji, co z kolei jest uzależnione 
od bakteryjnych systemów proteolitycznyh oraz czasu 
i warunków podczas dojrzewania sera [34]. Stężenie 
bioaktywnych peptydów w serze wzrasta podczas jego 
dojrzewania, ale zaczyna spadać, gdy zachodzące pro-
cesy proteolityczne przekroczą pewien poziom. Aktyw-
ność biopeptydów (inhibitorów ACE) jest zdecydowa- 
nie mniejsza w produktach o niskim stopniu proteolizy 
np. twaróg, jogurt czy też świeży ser (Tab. I). Zauwa-
żono, iż omawiane peptydy pojawiają się stopniowo 
podczas dojrzewania sera, a ich stężenie w serze typu 
Gouda jest najwyższe w 13 tygodniu dojrzewania, po 
czym powoli maleje [65].

Bioaktywne peptydy mogą powstawać także w prze-
wodzie pokarmowym po spożyciu sera. Wyniki badań 
sugerują, iż generacja inhibitorów ACE podczas trawie-
nia w przewodzie pokarmowym zależy od masy czą-
steczkowej peptydów prekursorowych obecnych w spo-
żywanym serze [25].

Przy doustnym podawaniu mleka fermentowanego 
przez szczep L. helveticus R385 stwierdzono wystąpienie 
innych korzystnych właściwości w tym np. stymulację 
układu odpornościowego, poprzez zwiększenie liczby 
przeciwciał IgA oraz limfocytów B w jelicie cienkim 
[37, 82]. Szczepy L. helveticus hamowały również wzrost 
włókniakomięsaka u  myszy (wzrost liczby komórek 
apoptotycznych w obwodzie guzu) i rozwój Salmonella 
enterica Typhimurium [66]. Hydrolizaty białek mleka 
oraz serwatki pochodzące z proteolitycznego rozkładu 
kazeiny poprawiały funkcjonowanie układu odpornoś-
ciowego poprzez zwiększenie proliferacji limfocytów 
oraz przeciwciał, jak również syntezę cytokin [15]. 
Szczególnie interesujące są peptydy uwalniane podczas 
fermentacji mleka w obecności bakterii kwasu mleko-
wego, które regulują wytwarzanie cytokin i stymulują 
aktywność fagocytarną makrofagów [45].

Większość zidentyfikowanych peptydów bioaktyw-
nych, będących produktem proteolizy αs1-kazeiny przy 
udziale bakterii LAB, ma zdolność do hamowania 
peroksydacji lipidów [62].

Jednakże, zarówno peptydy biorące udział w tych 
działaniach, jak i wszystkie enzymy proteolityczne 
uczestniczące w ich produkcji w większości nie są ziden-
tyfikowane i w pełni poznane [66, 83]. 

5. Podsumowanie

Spośród wszystkich bakterii kwasu mlekowego, Lac-
tobacillus helveticus charakteryzuje się najwyższą aktyw-
nością proteolityczną, która jest związana z  występo-
waniem wyspecjalizowanego sytemu proteolitycznego. 
Jego zasadniczym elementem są proteinazy związane 
z powierzchnią komórki (CEP). Szczepy bakterii tego 
gatunku wydają się być wyjątkowymi pod względem 
zmienności liczby genów białek CEP wśród wszyst-
kich bakterii kwasu mlekowego. Ze względu na wysoką 
aktywność proteolityczną oraz unikalne właściwości, 
szczepy L. helveticus znajdują zastosowanie w przemyśle 
mleczarskim. Procesy proteolityczne prowadzane przez 
te bakterie mają szczególne znaczenie w technologii pro-
dukcji żywności, w znacznym stopniu kształtują smak 
aromat oraz teksturę produktów mlecznych. Ponadto, 
bakterie L. helveticus przyczyniają się do powstawania 
bioaktywnych peptydów nadających żywności walory 
prozdrowotne. Regulacja procesu biosyntezy białek CEP 
bakterii L. helveticus jak również dokładna charaktery-
styka tych enzymów wciąż stanowi przestrzeń do dal-
szych badań i analiz. 
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1. Wprowadzenie

W drugiej połowie lat 90 ubiegłego wieku, Te r n e s 
[51] opublikował wyniki badań monitorujących stan 
niemieckich rzek i strumieni pod kątem zawartoś ci 
w  nich pozostałości farmaceutyków. W badanych 
wodach powierzchniowych stwierdził obecność 32 far-
maceutyków i  ich metabolitów. Po badaniach prze-
prowadzonych przez Ternes’a, informację na temat 
obecności pozostałości farmaceutyków w  wodach 
powierzchniowych zaczęły docierać do prasy fachowej 
niemal ze wszystkich części Europy Zachodniej, a także 
z krajów Ameryki Północnej. Wraz z badaniami moni-
torującymi stan wód powierzchniowych, dokonano 
analiz odpływów z  oczyszczalni ścieków (ścieków 
oczyszczonych) oraz ścieków surowych, trafiających na 
miejskie oczyszczalnie. Zarówno w ściekach surowych, 
jak i  oczyszczonych, wykryte zostały znaczne ilości 
farmaceutyków, w stężeniach od kilkunastu ng/dm3 do 
kilkuset μg/dm3 [36, 48].

Głównym źródłem zanieczyszczeń środowiska wod- 
nego farmaceutykami są gospodarstwa domowe oraz 
szpitale. Leki zażywane przez chorych, nie ulegają 
całkowicie metabolizmowi w  ich organizmach i  wraz 
z  moczem lub kałem trafiają do systemu kanalizacji, 
a stamtąd kierowane są do oczyszczalni ścieków. Oprócz 
gospodarstw domowych i szpitali, jako następne w kolej-

ności źródła zanieczyszczeń farmaceutykami wymieniane 
są jednostki diagnostyczne, zakłady farmaceutyczne, 
a  także farmy zwierząt hodowlanych, gdzie podaje się 
w paszy antybiotyki, aby uchronić zwierzęta hodowlane 
przed ewentualnymi infekcjami [25, 55]. W  ostatnich 
latach obserwuje się wzrost produkcji farmaceutyków 
oraz ich nadmiernej konsumpcji. Staje się to poważnym 
zagrożeniem zwłaszcza dlatego, że farmaceutyki stano-
wią grupę aktywnych biologicznie i trwałych związków 
o potencjalnie negatywnym działaniu na różne ekosys-
temy [4, 11, 17]. Problem związany z obecnością leków 
w ekosystemach wodnych może się nasilać m.in. za spra- 
wą rosnącej populacji ludzi, produkcji farmaceutyków 
oraz nadmiernej konsumpcji, zwłaszcza niesteroidowych 
leków przeciwbólowych i przeciwzapalnych (NLPZ), 
sięgającej w krajach wysokorozwiniętych nawet kilku-
set ton rocznie. Polska jest na piątym miejscu w Europie 
pod względem ilości sprzedawanych bez recepty NLPZ. 
Liczbę osób zażywających w Polsce niesteroidowe leki 
przeciwzapalne szacuje się na około 4 mln [48]. 

2. Charakterystyka niesteroidowych
 leków przeciwzapalnych

Właściwości lecznicze substancji pochodzenia natu-
ralnego zawierających salicylany były znane od cza- 
sów starożytnych. Już około 3500 lat temu w Egipcie 
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stosowano wywar z suszonych liści mirtu jako środek 
przeciw bolesnym skurczom macicy. Hipokrates zale-
cał sok z topoli do leczenia chorób oka, a sok z wierzby 
do łagodzenia bólów porodowych i obniżania gorączki. 
W 1897 roku H o f f m a n  i wsp. otrzymali oczyszczoną 
aspirynę, która była pozbawiona niepożądanych działań, 
charakterystycznych dla kwasu salicylowego i jego soli. 
Pod koniec lat 60-tych ubiegłego stulecia odkryto, że lek 
ten ma również działanie przeciwskrzepowe na skutek 
nieodwracalnej acetylacji seryny [24, 33].

Obecnie produkowane niesteroidowe leki przeciw-
zapalne są bardzo zróżnicowane pod względem che-
micznym. Do najpopularniejszych zalicza się pochodne 
kwasu salicylowego, pochodne pirazolonu (fenazon, 
propyfenazon), para-aminofenonu (fenacetyna, para-
cetamol), kwasu fenylooctowego (diklofenak) i propio-
nowego (ibuprofen, ketoprofen, naproksen) [48]. 

Wg danych Narodowego Instytutu Leków w Warsza-
wie, w 2004 r. w Polsce spożycie ibuprofenu przekroczyło 
87,8 ton [13]. Związek ten przez wiele lat stosowany był 
jedynie w postaci mieszaniny racemicznej, składającej 
się z równych ilości dwóch form przestrzennych: enan-
cjomeru prawoskrętnęgo o konfiguracji S, który hamuje 
cyklooksygenazę, wywołując działanie przeciwbólowe, 
przeciwgorączkowe i przeciwzapalne oraz enancjomeru 
lewoskrętnego o konfiguracji R-nieaktywnego farmako-
logicznie. Obecnie w wielu krajach, również w Polsce, 
dostępne są preparaty, zawierające tylko aktywny far-
makologicznie enancjomer (+)–S. Stosowanie prawo-
skrętnej formy ibuprofenu pozwoliło zredukować dawkę 
leku, co zmniejsza ryzyko działań niepożądanych [24]. 
Z innych popularnych leków przeciwzapalnych na 
uwagę zasługuje diklofenak. Diklofenak jest unikalnym 
lekiem należącym do NLPZ, ponieważ hamuje również 
lipooksygenazę, ograniczając tym samym tworzenie leu-
kotrienów, jednak w środowisku cechuje się wyjątkową 
trwałością oraz wysoka toksycznością. Spożycie tego 
związku w 2003 r. wynosiło ponad 21 ton [33, 48, 50].

Mechanizm działania niesteroidowych leków prze-
ciwzapalnych został poznany w roku 1971, kiedy to 
odkryto ich hamujący wpływ na pierwszy enzym szlaku 
przemian kwasu arachidonowego – cyklooksygenazy 
(COX). Jej rola polega na utlenianiu naturalnych lipi-
dów wchodzących w skład błon komórkowych do tzw. 
cyklicznych nadtlenków, które z kolei ulegają dalszym 
przemianom, dając trzy grupy aktywnych związków: 
prostaglandyn, prostacyklin i tromboksanu [24, 33]. 

Po spożyciu niesteroidowe leki przeciwzapalne 
są wydalane z organizmu w postaci macierzystej lub 
w postaci metabolitów. Większość spożywanych farma-
ceutyków podlega przemianom pierwszej lub drugiej 
fazy biotransformacji. Faza I zwykle obejmuje reakcje 
utleniania, redukcji i hydrolizy a produkty tych reakcji 
są często bardziej aktywne i toksyczne niż forma pier-
wotna leku. W fazie II metabolity I fazy ulegają syntezie 

z kwasem glukuronowym, siarczanami i aminokwasami 
co prowadzi na ogół do dezaktywacji leku. Reakcje 
sprzęgania, wskutek podwyższenia rozpuszczalności 
w wodzie, umożliwiają eliminację leku przez nerki oraz 
z żółcią. Reakcje zarówno fazy I i II mogą zmienić fizy-
kochemiczne właściwości leku stąd losy metabolitów 
w środowisku mogą być zupełnie inne – metabolity mają 
właściwości polarne i wykazują większą rozpuszczalność 
w wodzie niż leki macierzyste. Ponadto formy sprzężone 
mogą ulec w środowisku hydrolizie i wrócić do formy 
macierzystej leku [12, 17, 19, 34, 39, 49].

Ze względu na to, że leki są stale wprowadzane do 
ekosystemów wodnych (w postaci niezmienionej lub 
jako aktywne metabolity) nawet w małych stężeniach, 
to ich pozostałości mogą ulegać kumulacji w organiz-
mach żywych, a tym samym negatywnie oddziaływać 
na wiele pokoleń. NLPZ nie stwarzają raczej ryzyka 
wystąpienia ostrej toksyczności u organizmów wodnych, 
natomiast dane dotyczące skutków ich długotrwałego 
narażenia na subtoksyczne stężenia są niepełne, a nie-
kiedy sprzeczne [4, 11, 17].

3. Degradacja niesteroidowych leków
 przeciwzapalnych metodami fizyko-chemicznymi

Obecnie metodami pozwalającymi na trwałe usuwa-
nia NLPZ występujących w wodach powierzchniowych 
i  w  ściekach są procesy fotokatalitycznego utleniania 
(fotodegradacji), chlorynacji, chloraminacji i ozonowa-
nia [12, 42, 53, 57]. Metody zaawansowanego utleniania 
przebiegają najczęściej przy udziale promieniowania UV 
lub światła słonecznego i w obecności półprzewodników 
(fotokatalizatorów). Najprawdopodobniej mechanizm 
tego procesu jest wolnorodnikowy i polega na genero-
waniu wysoce reaktywnych, a przy tym mało selektyw-
nych rodników hydroksylowych (HO·), należących do 
jednych z najsilniejszych utleniaczy. Jako katalizatory 
powszechnie stosuje się tlenki metali, np. TiO2, ZnO, 
SnO2, oraz siarczki, np. ZnS, CdS. Spośród badanych pół-
przewodników największe zastosowanie ma TiO2 [46]. 

P a c k e r  i wsp. [37] badali proces degradacji 
naproksenu, diklofenaku i ibuprofenu w rzece Missis-
sippi pod wpływem światła słonecznego. Okres półtr-
wania naproksenu w tych warunkach wynosił 42 minuty 
[P a c k e r  i wsp. [37]. Zdecydowanie bardziej fotola-
bilnym NLPZ okazał się ketoprofen, którego okres pół-
trwania w rzece Besòs wynosił 2,4 minuty. W począt-
kowym etapie reakcji dochodziło do dekarboksylacji. 
Powstały (3-etylofenylo)(fenylo)metanon reagował z tle- 
nem i rodnikiem hydroksylowym, w wyniku czego po- 
wstawał (3-(1-hydroskyetylo)fenylo)(fenylo)metanon. 
Związek ten ulegał następnie demetylacji z równoczes-
nym rozszczepieniem pierścienia aromatycznego. W wy- 
niku tych przemian powstawał 1-fenyloetanon [32]. 
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M a r o t t a  i wsp. [31] przeprowadzili fotodegra-
dację naproksenu z wykorzystaniem lampy emitującej 
monochromatyczne światło o długości fali 254 nm. Po 
30 minutach naświetlania stwierdzono całkowitą degra-
dację 10–5  M naproksenu i obserwowano pojawienie 
się intermediatów: 1-(6-metoksy-2-naftylo)etanolu lub 
2-acetylo-6-metoksynaftalenu. 

B u s e r  i wsp. [6] wykorzystali metody fotokata-
litycznego utleniania podczas usuwania diklofenaku 
z  jeziora Greifensee w Szwajcarii. Wydajność tego 
procesu oszacowano na 90%. Jednakże proces elimi-
nacji diklofenaku w procesie fotodegradacji może ulec 
zaburzeniu w obecności jonów azotanowych i  kwa-
sów humusowych [5]. Zwiększenie wydajności foto-
katalitycznego procesu utleniania diklofenaku można 
osiągnąć poprzez zastosowanie dwutlenku tytanu jako 
katalizatora. W układzie takim reakcja zachodzi najin-
tensywniej w ciągu 20–40 minut od rozpoczęcia reak-
cji, kiedy to obserwuje się około 60% ubytek z 50 mg/l 
wprowadzonego substratu. Reakcja fotooksydacji inicjo-
wana jest poprzez rodnik hydroksylowy, tlen singletowy 
oraz anionorodnik ponadtlenkowy. Pierwszym produk-
tem fototransformacji diklofenaku jest kwas (8-chloro-
-9H-karbazolo-1-yl)octowy. Prawdopodobnie w mecha-
nizmie reakcji rodnik hydroksylowy odpowiada za 
fotokatalityczne usunięcie atomu chloru. Wykazano, że 
reakcje katalizowane w obecności TiO2 są silnie zależne 
od pH środowiska [10]. 

Pierwszym etapem degradacji paracetamolu w ukła-
dzie UV/TiO2 jest atak rodnika hydroksylowego na 
resztę acetamidową i przekształcenie jej do amidu kwasu 
szczawiowego. W wyniku tych reakcji powstają hydro-
chinon i benzochinon, które następnie pod wpływem 
rodników hydroksylowych przekształcane są do hydro-
ksylowanych produktów [1]. Tr o v o  i wsp. [52] wyka-
zali, że na proces fotokatalitycznej degradacji wpływa 
obecność tlenków żelaza. Prawdopodobnie zwiększona 
wydajność farmaceutyków w układzie z FeOx związana 
jest z wysoką kwantową wydajnością tworzenia Fe(II) 
oraz tworzenia wolnych rodników podczas fotolizy. 

Fototransformacja ibuprofenu prowadzi do skraca-
nia łańcuchów bocznych. Zaobserwowano jednak, że 
reakcje zachodzą intensywniej w łańcuchu propano-
wym niż izobutylowym ibuprofenu [54]. R u g g e r i 
i  wsp. [45] wykazali, iż w środowisku wodnym może 
dochodzić do tworzenia toksycznej pochodnej ibupro-
fenu – 4-izobutyloacetofenonu na drodze trzech foto-
chemicznych przemian: bezpośredniej fotolizy, reakcji 
z  rodnikami hydroksylowymi oraz reakcji z  rozpusz-
czalną chromoforową materią organiczną w tripletowym 
stanie. W  Polsce badania nad fotokatalityczną degra-
dacją ibuprofenu i kwasu mefenamowego prowadzono 
w Zakładzie Chemii Ogólnej i Nieorganicznej Śląskiego 
Uniwersytetu Medycznego, w wyniku których wykazano 
całkowitą degradację tych leków metodą fotokatalitycz-

nego utlenienia w obecności TiO2 jako fotokatalizatora, 
w ściekach komunalnych [46]. 

Ze względu na wysoki potencjał oksydacyjny ozonu, 
ozonowanie znalazło zastosowanie w procesach oczysz-
czania wód z  NLPZ. W  procesie tym ozon wprowa-
dzany jest do wody w postaci gazowej, gdzie dochodzi 
do reakcji pomiędzy nim a materią organiczną [15, 35]. 
Następnie dekompozycja ozonu do rodnika hydro-
ksylowego prowadzi do dalszego utleniania związków 
rozpuszczonych w wodzie [15]. N e a m t u  i wsp. [35] 
zaobserwowali 51% degradację paracetamolu po zasto-
sowaniu ozonowania, jednakże stwierdzili oni, iż w tym 
procesie może dochodzić do niecałkowitego utleniania 
NLPZ i w konsekwencji do powstawania wysoce tok-
sycznych półproduktów. Ponadto w obecności jonów 
bromkowych podczas ozonowania może dochodzić do 
tworzenia kancerogennych pochodnych [35, 56]. 

W celu zwiększenia wydajności degradacji para-
cetamolu w  procesie ozonowania zastosowano pro-
mieniowanie UV [20, 58]. Po zastosowaniu tak skon-
struowanego układu zaobserwowano pojawianie się 
2-hydroksychinonu, acetamidu, benzochinonu i kwasów 
alifatycznych jako produktów rozkładu paracetamolu 
(Rys. 1) [35]. Po zastosowaniu ozonowania w obecności 
dwutlenku tytanu jako katalizatora obserwowano 62% 
degradację naproksenu [44]. Jednak pomimo dużej efek-
tywności degradacji NLPZ metodami zaawansowanego 
utleniania procesy te cechują się małą specyficznością, 
dużymi kosztami jak również mogą być przyczyną nie-
kontrolowanych reakcji rodnikowych w środowisku. 
Zwykle metody mikrobiologicznej degradacji są bez-
pieczniejsze i tańsze, jednak problemem jest pozyskanie 
szczepów mikroorganizmów zdolnych do biodegradacji 
niesteroidowych leków przeciwzapalnych [58]. 

4. Szlaki biologicznej degradacji niesteroidowych
 leków przeciwzapalnych

Alternatywą dla procesów fizyko-chemicznego oczysz- 
 czania wód z NLPZ jest bioremediacja ze względu 
na niższe koszty i mineralizację NLPZ do nietoksycz-
nych produktów [2]. Jednak według testów biodegra-
dacyjnych zalecanych przez Organizację Współpracy 
Gospodarczej i Rozwoju (OECD) jedynie paraceta- 
mol i pochodne kwasu salicylowego są uznane jako 
związki biodegradowalne przez osad czynny. Ze względu 
na niską biodegradowalność NLPZ od kilku lat pro- 
wadzone są b)adania nad intensyfikacją procesów 
degradacyjnych z udziałem osadu czynnego. Częścio-
wym sukcesem zakończyły się badania Q u i n t a n a 
i wsp. [40] nad rozkładem ibuprofenu, ketoprofenu, 
naproksenu i  diklofenaku przez osad czynny. Degra- 
da cja ketoprofenu prowadziła do dwóch metabolitów: 
kwasu 3-(hydroksykarboksymetylo)-hydratopowego 
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oraz kwasu 3-(ketokarboksymetylo)-hydratopowego. 
Identyfikacja tych produktów była podstawą do zapro-
ponowania przez nich szlaku degradacji tego związku. 
Prawdopodobnie powstałe kwasy ulegają kolejnym 
przemianom prowadzącym do całkowitej mineralizacji. 
Zaproponowano drogę rozkładu ketoprofenu wspól-
nym szlakiem degradacji bifenyli, ich eterów i  innych 
pochodnych bifenyli. Pierwszym etapem degradacji 
tego związku jest redukcja grupy ketonowej do hydro-
ksylowej. W  wyniku redukcji grupy ketonowej do 
grupy hydroksylowej otrzymany produkt charaktery-
zuje się większa gęstością elektronową i jest bardziej 
podatny na elektrofilowy atak tlenu podczas następ-
nego etapu – dioksygenacji, w wyniku której powstaje 
związek z  ugrupowaniem katecholowym umożliwia-
jącym atak dioksygenaz rozszczepiających. W wyniku 
meta rozszczepienia powstaje pochodna semialdehydu 
hydroksymukonowego. W dalszym etapie intermediat 
ten ulega hydrolizie, w  wyniku której powstaje kwas 
α-hydroksypentadienowy oraz kwas 3-(hydroksykar-
boksymetylo)hydratopowy, którego drugorzędowa grupa 
hydroksylowa ulega utlenieniu, w wyniku czego pow- 
staje kwas 3-(ketokarboksymetylo)-hydratopowy [40]. 
Ponadto Q u i n t a n a  i wsp. [40] i  K o s j e k  i wsp. [27] 
obserwowali transformację ibuprofenu do dwóch izome-
rów hydroksyibuprofenu oraz demetylację naproksenu. 

K o s j e k  i wsp. [26,27] zidentyfikowali metabolity 
transformacji diklofenaku przez czynny. Zaobserwowali, 
że pierwszy etap degradacji diklofenaku prowadził do 
utworzenia hydroksyl- i metoksypochodnej diklofenaku. 
W dalszym etapie następowała dehydratacja i przekształ-
cenie w  laktam: 1-(2,6-dichlorofenylo)-1,3-dihydro-
-2H-indolo-2-on. Analiza produktu z wykorzystaniem 
LC-MS wykazała obecność dwóch metabolitów o wzo-
rze sumarycznym C13H10NCl2. Zaproponowano, że są to 
formy izomeryczne 2,6-dichloro-N-(fenylo)aniliny [26].

Na procesy degradacji NLPZ przez osad czynny 
wpływa jego wiek [57]. W bioreaktorze przepływowym 
z 200-dniowym osadem czynnym obserwowano całko-
witą degradację paracetamolu i ibuprofenu oraz 79–96% 
degradację ketoprofenu i naproksenu. Pomimo wyko-
rzystania metody osadu czynnego w oczyszczaniu 
ścieków z NLPZ, leki te są wykrywane na wypływach 
z oczyszczalni [14, 41, 49]. Z tego względu w ostatnich 
latach zwraca się uwagę na integrację metod chemicz-
nego i biologicznego utleniania związków toksycznych. 
C o e l h o  i wsp. [9] podjęli próbę podwyższenia biode-
gradowalności diklofenaku przez osad czynny poprzez 
wcześniejsze ozonowanie. Wykazali, że godzinne ozono-
wanie powodowało zwiększoną podatność intermedia-
tów na procesy biologicznego utleniania. Równocześnie 
nie stwierdzono negatywnego wpływu ozonowania na 
funkcjonowanie osadu czynnego. Być może integracja 
biologicznego i chemicznego utleniania NLPZ jest alter-
natywą dla klasycznych metod oczyszczania ścieków.

W celu zoptymalizowania procesów biodegradacji 
dąży się do pozyskania metodami racjonalnego skri-
ningu mikroorganizmów o zwiększonych zdolnościach 
degradacyjnych oraz opisania dróg metabolicznych roz-
kładu NLPZ. Najlepiej poznano i opisano drogi rozkładu 
salicylanów ze względu na ich naturalne pochodzenie. 
W roku 1972 Chakrabarty [7] opisał genetyczne pod-
stawy procesu biodegradacji salicylanów przez szczep 
Pseudomonas putida R1. Salicylany mogą być rozkła-
dane poprzez dwa kluczowe metabolity: katechol oraz 
kwas gentyzynowy. Powstały w wyniku hydroksylacji 
salicylanów katechol ulega rozszczepieniu drogą orto lub 
meta. Za pierwszy etap rozkładu szlakiem orto odpo-
wiada 1,2-dioksygenaza katecholowa, która utlenia kate-
chol do kwasu cis,cis-mukonowego. W dalszym etapie 
dochodzi do laktonizacji pierścienia, a następnie izo-
meryzacji. Powstały lakton kwasu β-ketoadypinowego 

Rys. 1. Degradacja paracetamolu metodą O3/UV [20, 35]
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ulega hydrolizie do kwasu β-ketoadypinowego, który 
jest włączany do centralnego metabolizmu, w wyniku 
czego uzyskuje się końcowe produkty: kwas bursz-
tynowy i  acetylo-CoA. W szlaku meta katechol ulega 
rozszczepieniu z udziałem 2,3-dioksygenazy do semial-
dehydu 2-hydroksymukonowego. Intermediat ten ulega 
następnie lizie do kwasu 4-hydroksy-2-ketowaleriano-
wego, który następnie ulega rozszczepieniu do acetal-
dehydu kwasu pirogronowego [7, 47]. Rozkład salicy-
lanu poprzez gentyzynian rozpoczyna się hydroksylacją 
z udziałem 4-hydroksylazy. Powstały kwas gentyzynowy 
ulega rozszczepieniu z  udziałem 1,2-dioksygenazy 
gentyzynowej do maleilopirogronianu, który podlega 
następnie redukcji z udziałem izomerazy maleilopiro-
gronianu zależnej od glutationu. Powstały fumarylo-

pirogronian hydrolizuje do pirogronianu i fumaranu 
[38, 60]. I s h i y a m a  i wsp. [21] opisali szlak roz-
kładu salicylanów przez szczep Streptomyces sp. WA46.  
W  pierwszym etapie tego szlaku dochodzi do kon- 
wersji salicylanu do salicylo-CoA poprzez salicylo-
-AMP jako intermediat. Salicylo-CoA ulega następnie 
utlenieniu do gentyzylo-CoA. W wyniku hydrolizy CoA 
powstaje gentyzynian, którego rozkład przebiega opi-
sanym powyżej szlakiem kwasu gentyzynowego [21]. 
Szlaki mikrobiologicznej degradacji salicylanów przed-
stawiono na rysunku 2.

Rozkład salicylanów obserwowano również przez 
grzyby Aspergillus, Fusarium, Neurospora i drożdże. 
Przebiega on podobnie jak u bakterii poprzez katechol 
lub kwas gentyzynowy. Jednak istnieją również szczepy 

Rys. 2. Mikrobiologiczna degradacja salicylanu [21, 22, 23, 60]
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grzybów cechujące się odmiennym metabolizmem sali-
cylanów. Grzyb Neurospora crassa redukuje salicylany 
do saligenin [38]. Natomiast Trichosporon moniliiforme 
inicjuje rozkład salicylanu dekarboksylacją do fenolu. 
Ulega on następnie utlenieniu do katecholu i rozszcze-
pieniu orto do kwasu cis,cis-mukonowego [23].

Niesteroidowe leki przeciwzapalne będące pochod-
nymi kwasu antranilowego, heterocykliczne i arylowe 
pochodne kwasu octowego lub kwasu propionowego 
oraz pochodne kwasów enolowych są trudno degra-
dowalne ze względu na ich strukturę. Dotychczas opi-
sano jedynie kilka mikroorganizmów, głównie grzybów 
(Penicillium, Trametes versicolor, Cunninghamella ele-
gans, C. echinulata, C. blakeslesna, Beauveria bassiana, 
Phanerochaete chrysosporium, P. sordida, Actinoplanes 
sp., Bjerkandera sp. R1, Bjerkandera adusta, Irpex lac-
teus, Ganoderma lucidum), zdolnych do ich transforma-
cji bądź degradacji [17, 18, 28, 30, 41, 42]. W 1975 roku 
H a r t  i O r r  [18] opisali szczep Penicillium metaboli-
zujący paracetamol do octanu i 4-aminofenolu, jednak 
ten ostatni nie ulegał dalszej degradacji. 

M a r c o - U r r e a  i wsp. [30] opisali rozkład keto-
profenu przez grzyby Trametes versicolor. W pierwszy 
etap transformacji zaangażowane są prawdopodobnie 
monooksygenazy cytochromu P450. Głównym pro-
duktem hydroksylacji jest kwas 2-[(3-hydroksy(fenylo)
metylo)fenylo]-propanowy, w mniejszych stężeniach 
powstaje kwas 2-[3-(4-hydroksybenzoilo)fenylo]-pro-
panowy oraz kwas 2-(3-benzoilo-4-hydroksyfenylo]-
-propanowy. Prawdopodobnie powstałe kwasy ulegają 
kolejnym przemianom prowadzącym do całkowitej mi- 
neralizacji. Uważa się, iż monooksygenaza cytochromu 
P450 wraz z lakazą są zaangażowane w transformację 
naproksenu do kwasu 2-(6-hydroksynaftaleno-2-ilo)-
-propanowego oraz 1-(6-metoksynaftaleno-2-ilo)-eta-
nonu (Rys. 3) [29, 43]. L l o r e t  i wsp. [28] wykorzystali 
komercyjną laktazę izolowaną z Myceliophthora thermo-
phila w degradacji diklofenaku i naproksenu uzysku-
jąc 100% rozkład diklofenaku. Uzyskanie identycznej 

wydajności podczas rozkładu naproksenu wymagało 
zastosowania mediatora redoks [28]. 

R o d a r t e - M o r a l e s  i wsp. [41] badali degrada-
cję diklofenaku, naproksenu i ibuprofenu z udziałem 
grzybów białej zgnilizny: Bjerkandera sp. R1, B. adusta 
i Phanerochaete chrysosporium. Grzyby P. chrysosporium 
przeprowadzały całkowitą degradację naproksenu, nato-
miast diklofenak rozkładany był przez Bjerkandera sp. 
R1, P. chrysosporium i B. adusta z wydajnością wyno-
szącą odpowiednio 99%, 77% i 9%. Ibuprofen rozkła-
dany był przez wszystkie badane grzyby z wydajnością 
ponad 70% [41, 42].

Do nielicznych bakterii rozkładających NLPZ należą 
szczepy z rodzajów Pseudomonas, Sphingomonas, Patuli-
bacter, Nocardia, Rhodococcus, Stenotrophomonas [2–4, 
8, 16, 22, 34, 55, 58]. Do tej pory nie opisano degrada-
cji naproksenu i diklofenaku przez izolowane szczepy 
bakterii.

I v s h i n a  i wsp. [22] opisali degradację paraceta- 
molu przez bakterie z rodzaju Rhodococcus drogą po- 
przez para-aminofenol, pirokatechol i hydrochinon. Po 
20-dniach obserwowano całkowitą degradację tego leku. 
Innymi szczepami rozkładającymi paracetamol są Steno- 
trophomonas sp. f1, Pseudomonas sp. f2 i fg-2, Pseudomo-
nas sp. STI i P. aeruginosa [2, 16, 58]. Podczas degradacji 
z udziałem tych szczepów, w pierwszym etapie dochodzi 
do uwolnienia octanu i powstania aminofenolu. Pro-
ces ten zachodzi z udziałem aminohydrolazy. Grupa 
aminowa powstałego aminofenolu ulega podstawieniu 
grupą hydroksylową z utworzeniem hydrochinonu. 
Następnie pierścień aromatyczny ulega rozszczepieniu 
do karboksykwasów: 2-heksenowego, bursztynowego, 
malonowego, szczawiowego i mrówko  wego natomiast 
wolna grupa aminowa ulega utlenieniu do azotanów 
(III), a następnie azotanów (V) (Rys. 4) [58]. 

Do nielicznych bakterii rozkładających ibuprofen 
należą szczepy Shingomonas sp. Ibu-2, Patulibacter I11 
i  Nocardia sp. NRRL 5646, jednak niewiele wiadomo 
o biochemii rozkładu tego związku [3, 8, 34]. Nocardia 

Rys. 3. Mikrobiologiczna degradacja naproksenu [29, 43]
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sp. NRRL 5646 redukuje karboksylową grupę funk-
cyjną ibuprofenu do grupy alkoholowej. Powstała grupa 
hydroksylowa jest następnie estryfikowana z wytworze-
niem octanu ibuprofenolu (Rys. 5) [8].

W pierwszym etapie rozkładu ibuprofenu przez 
szczep Shingomonas sp. Ibu-2 następuje odszczepienie 
łańcucha propionowego z równoczesną dioksygenacją 
w  pozycji 1,2, w wyniku czego powstaje izobutyloka-
techol. Intermediat ten ulega meta-rozszczepieniu, 
a powstały kwas 5-formylo-2-hydroksy-7-metylookta-
dienowy jest utleniany do kwasu 2-hydroksy-5-izobu-
tyloheksa-2,4-dienowego (Rys. 5) [34]. 

5. Podsumowanie

Przedstawiony przegląd wskazuje, że pomimo licz-
nych prób biodegradacji NLPZ z zastosowaniem mikro-
organizmów, problem tych związków w środowisku 
nadal jest nierozwiązany. Jest to tym bardziej niepoko-
jące, że problem ten będzie narastać ze względu na wzrost 

populacji ludzkiej i coraz większe zużycie tych leków 
a z drugiej na brak skutecznych metod ich degradacji. Być 
może rozwiązaniem byłoby zastosowanie zintegrowa-
nych procesów chemicznego i biologicznego utleniania. 
Obecnie metody te znalazły zastosowanie w intensyfika-
cji procesów rozkładu szczególnie trwałych związków jak 
np. kwas pikrynowy. Jedną z najpopularniejszych metod 
stosowanych w zintegrowanych procesach utleniania jest 
ozonowanie, w wyniku którego powstają hydroksylowe 
pochodne podatne na działanie enzymów degradacyj-
nych. Ze względu na wysoką wydajność zintegrowanych 
systemów chemicznego i biologicznego utlenienia oraz 
ich stosunkowo niski koszt wydaje się, że procesy te 
mogą znaleźć zastosowanie w technologiach oczyszcza-
nia środowisk z NLPZ na szerszą skalę.
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1. Wprowadzenie

Grzyby endofityczne to mikroorganizmy, które w czę- 
ści lub przez cały swój cykl życiowy są zdolne zasiedlać 
bezobjawowo tkanki roślin gospodarzy [83]. Żyją one 
przede wszystkim w przestrzeniach międzykomórko-
wych wege tatywnych organów traw oraz w ich nasio-
nach. Dotychczasowe badania wskazują, że endofity 
mogą rozprzestrzeniać się wyłącznie z nasionami [90]
(rys. 1). W roślinach traw zasiedlają najczęściej podstawę 
pochwy liściowej, stożki wzrostu i młode liście [46]. Śla-
dowe ilości ich grzybni znajdywano także w blaszkach 
liściowych starszych liści oraz w korzeniach traw [43]. 

Współżycie endofitów z roślinami opiera się na 
trzech rodzajach zależności:

– pasożytnictwo: współżycie dwóch różnych organi-
zmów polegające na tym, że jeden z nich jest pasożytem 
i pobiera pokarm od drugiego bez jakichkolwiek wza-
jemnych świadczeń (np. Epichloë),

– komensalizm: zależność pokarmowa polegająca 
na tym, że jeden organizm korzysta z zasobów pokarmo-
wych drugiego, lecz nie czyni mu w ten sposób krzywdy, 
ale też nie przynosi korzyści (niektóre endofity),

– mutualizm: ścisłe współżycie dwóch organizmów 
przynoszące wzajemne korzyści. Organizmy te są ze 
sobą tak ściśle powiązane, że nie mogą żyć bez wzajem-
nej pomocy (Neotyphodium spp.).

Liczne badania wskazują, że grzyby endofityczne są 
bardzo zróżnicowane genetycznie co pozwala im zasie-
dlać wiele gatunków roślin, ponadto częstotliwość ich 
występowania jest bardzo duża [80]. Większość z nich 
zasiedla wewnętrzne tkanki liści, korzeni, łodyg i kory. 
Rozmnażają się poziomo przez zarodniki, chociaż zda-
rza się, przeważnie w trawach, że występują w postaci 
układowego zakażenia nadziemnych tkanek i rozprze-
strzeniają się wtedy poprzez zakażone nasiona.

Do typowych endofitów występujących na trawach 
zaliczane są gatunki grzybów z rodzaju Neotyphodium 
takie jak: N. lolii Latch, Christensen & Samuels współ-
żyjący z L. perenne, N. coenophialum Morgan-Jones 
&  Gams współżyjący z  F. arundinacea i N. uncinatum 
Gams, Petroni & Schmidt występujący u F. pratensis 
[69]. Charakterystycznie pozwijana grzybnia wzrasta 
międzykomórkowo nie penetrując komórek (rys. 2). 
Wzrost liścia i endofita jest zsynchronizowany [17, 86], 
a grzyb przypuszczalnie uzyskuje substancje odżywcze, 
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z  komórek gospodarza. Ponadto roślina stanowi dla 
niego schronienie i  daje możliwość przenoszenia się 
do kolejnego pokolenia rośliny poprzez nasiona [59]. 
Zasiedlone ziarniaki nie posiadają widocznych obja-
wów obecności tych grzybów [95], a grzybnia zasiedla 
głównie warstwę aleuronową, chociaż jej rozmieszczenie 
w nasionach bywa różne.

Współżycie traw z grzybami znane jest od dawna, 
ale wiedza o grzybach endofitycznych i ich rozprze-
strzenieniu przez długi okres czasu była niewielka. 
W dużej mierze, wpływ na rosnące na świecie zainte-
resowanie grzybami endofitycznymi miało odkrycie 
szkodliwości traw, zasiedlonych endofitami, dla bydła 
[5, 28] oraz związek endofitów z odpornością traw na 
stresy biotyczne i abiotyczne [7, 32]. Intensywny rozwój 
badań nad endofitami nastąpił na początku lat 80-tych 
ubiegłego stulecia, głównie w Stanach Zjednoczonych, 
Nowej Zelandii i Australii [28, 33, 83, 90].

Efekty asocjacji traw z grzybami endofitycznymi 
mogą być różne, zarówno pozytywne jak i negatywne. 
Obecność endofitów w trawach może wpływać korzyst-
nie na roślinę wzbudzając np. mechanizmy tolerancji na 
suszę oraz regeneracji uszkodzeń po długotrwałej suszy, 
jak również wpływając na oszczędną gospodarkę azotem 
czy lepszą przyswajalność fosforu [55]. Poza tym trawy 
zasiedlone przez endofity są odporne na szkodniki, 
nicienie oraz niektóre choroby [83]. Z  drugiej strony 
rośliny, w których znajdują się te grzyby mogą stanowić 
zagrożenie dla zdrowia i życia zwierząt roślinożernych. 
Stwierdzono, że niektóre z wytwarzanych przez te grzyby 
alkaloidów są toksyczne, a ich nagromadzenie w paszy 
może wpływać na stan zdrowotny zwierząt gospodar-
skich. U bydła karmionego paszą zawierającą ergowa-
linę, czy lolitrem B, może nastąpić spadek produkcji 
mleka, obniżenie wagi ciała, zmniejszenie aktywności 
(zwierzęta są osowiałe i unikają słońca). W skrajnych 
przypadkach może wystąpić tzw. kołowacizna rajgra-
sowa (ryegrass staggers syndrome) wywoływana obec-
nością lolitremu, czy też można zaobserwować objawy 
neurotoksyczności (fescue toxicosis) powodowanej 
przez nagromadzenie ergowaliny i jej pochodnych [83]. 

Dotychczasowe, nieliczne badania nad endofitami 
w Polsce wskazują, że grzyby z rodzaju Neotyphodium 
zasiedlają nasiona polskich odmian traw [62, 63]. 
Występowanie tych grzybów stwierdzano także w rośli-
nach pochodzących z polskich użytków zielonych (fre-
kwencja na poziomie 20–60%) [52, 66]. Jednak brak jest 
kompleksowej wiedzy o obecności endofitów zarówno 
w nasionach odmian traw, jak i w roślinach na trwałych 
użytkach zielonych w kraju. Nie wiadomo również, czy 
możliwe jest nagromadzenie szkodliwych alkaloidów 
w  roślinach na pastwiskach w stopniu powodującym 
zagrożenie dla zdrowia zwierząt. Także w hodowli traw 
nie zwraca się uwagi na endofity, chociaż w procesach 
hodowli ekotypy stosowane są jako materiały wyjściowe. 
Dane z piśmiennictwa wskazują zaś na znacznie silniej-

sze zasiedlenie przez endofity dzikich populacji traw, 
w porównaniu do pochodzących z plantacji zakładanych 
z użyciem nasion kwalifikowanych [30].

2. Charakterystyka grzybów z rodzaju
 Neotyphodium

Grzyby endofityczne zasiedlające trawy należą do 
workowców (Ascomycota), rodziny Clavicipitaceae i są 
zakwalifikowane do siedmiu rodzajów: Atkinsonella, 
Balansia, Balansiopsis, Echinodothis, Epichloë, Myrioge-
nospora i Parepichloë [91, 94]. Większość gatunków nale-
żących do tych rodzajów może rozmnażać się płciowo za 
pomocą wytwarzanych zarodników workowych.

Grzyby endofityczne początkowo były zakwalifiko-
wane do sekcji Albo-lanosa rodzaj Acremonium przez 
M o r g a n - J o n e s  i G a m s  [58], w której umiesz-
czono anamorficzne (niedoskonałe) stadium Epichloë 
spp., powodujące bezobjawowe porażenie traw w pod-
rodzinie Poaideae [78]. G l e n n  i wsp. [34] przeklasy-
fikowali rodzaj Acremonium sekcji Albo-lanosa w nowy 
rodzaj Neotyphodium wydzielający sporyszowate grzyby 
Acremonium (e-endofity) od innych pokrewnych gatun-
ków Acremonium (zwykle saprotrofów). Bazując na 
analizach sekwencji DNA Acremonium coenophialum, 
A. typhinum, A. lolii, A. chisosum, A. starrii i A. uncina-
tum zostały przeklasyfikowane w Neotyphodium coeno-
phialum, N. typhinum, N. lolii, N. chisosum, N. starrii 
i  N. uncinatum. Bezpłciowe formy endofitów –  ana-
morfy, czyli grzyby w stadium konidialnym należące do 
rodzaju Neotyphodium, rozwijają się w dojrzewających 
nasionach zainfekowanego gospodarza [93], zapewnia-
jąc w ten sposób pionowe rozprzestrzenianie się sym-
biozy na następne pokolenia roślin. Niektóre endofity 
z tego rodzaju posiadają stadium epifityczne, w którym 
grzybnia rośnie na powierzchni liści [85]. W sprzyja-
jących warunkach z  anamorfy rozwija się podkładka 
telemorfy (stadium doskonałe Epichloë), niemniej oba 
stadia stanowią genetyczną jedność. Anamorfa, która 
utraciła możliwość przejścia w stadium telemorfy staje 
się aseksualnym endofitem mutualistycznym. Czasami 
może także następować hybrydyzacja poprzez łączenie 
się sąsiadujących ze sobą strzępek, jednak takie hybrydy 
nie mogą tworzyć konidiów. Są to więc aseksualne endo-
fity żyjące jedynie w przestrzeniach międzykomórko-
wych żywiciela w postaci „unieszkodliwionych pasoży-
tów”, zbudowanych z  długich strzępek pozbawionych 
haustoriów (ssawek) [16]. 

U endofitów posiadających cykl płciowy (telemorfy, 
np. gatunki z rodzaju Epichloë), wektorami poziomej 
transmisji zarodników mogą być owady i  wiatr [11]
(rys. 3). W przypadku anamorf (stadium bezpłciowe) 
transmisja na następne pokolenie następuje jedynie 
za pomocą zainfekowanych nasion. Rozprzestrzenia-
nie się tych grzybów może więc następować zarówno 
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w cyklu bezpłciowym jak i płciowym, przy czym oba 
rodzaje rozmnażania mogą wystąpić jednocześnie na 
danej roślinie [97]. 

Większość badań na świecie poświęconych jest 
rozpowszechnianiu się endofitów z  rodzaju Epichloë 
i Neotyphodium oraz zasiedlonym przez te grzyby tra-
wom [4, 73, 79]. Najczęściej występują one u gatunków 
z rodzaju Lolium i Festuca, które są szczególnie ważne 
zarówno dla upraw pastewnych oraz trawnikowych [30, 
88]. Są doniesienia o zasiedlaniu także Bromus spp., 
Agrostis spp., Phleum pratense L. i innych gatunków 
traw z rodzajów Elymus, Anthoxanthum, Deschampsia, 
Koeleria, Holcus występujących na naturalnych użyt-
kach [88]. L e u c h t m a n n  [49] podaje, że 290 gatun-
ków traw jest zasiedlonych przez endofity i sugeruje, 
że 20–30% gatunków traw na świecie może być przez 
nie zasiedlonych. M á r q u e z  i wsp. [56] dokładnie 
opisali endofity zasiedlające rośliny Dactylis glomerata 
pochodzące z 10 różnych rejonów Hiszpanii. W wielu 
pracach znaleźć można informacje o 100% porażeniu 
traw na pastwiskach [27, 70]. L e w i s  [51] donosi, że 
w wielu europejskich krajach trawy, a w szczególności 
dzikie populacje Lolium perenne, są często zasiedlane 
przez grzyby endofityczne. W Polsce badania nad endo-
fitami dotyczyły jedynie kilku odmian L. perenne oraz 
jednej odmiany F. pratensis [62, 63]. Uzyskane wyniki 
wykazały stosunkowo niskie zasiedlenie ziarniaków 
u odmian życicy trwałej, a dość wysokie u kostrzewy 
łąkowej odmiany Pasja (52%).

3. Metody identyfikacji

Grzybnia endofitów z rodzaju Neotyphodium zasie-
dla warstwę aleuronową ziarniaków oraz warstwę epi-
dermalną dojrzałych roślin, a zakażone trawy nie wyka-
zują zewnętrznych objawów obecności endofitów. Z tego 
względu metody stosowane do ich wykrywania muszą 
być czułe i dostosowane do cyklu rozwojowego grzyba. 

Dlatego też metody diagnostyczne są oparte głównie na 
technikach mikroskopowych (metody barwieniowe), 
serologicznych (metoda immunologiczna) lub mole-
kularnych [95].

Do wykrywania obecności grzybów z rodzaju Neo-
typhodium na trawach podaje się następujący podział 
stosowanych metod [69]:
a) metody bezpośrednie:
 – izolacja grzybów z pochwy liściowej lub ziarniaka,
 – badanie zawartości alkaloidów w nasionach i roś- 
   linach,
b) metody mikroskopowe:
 – barwienie różem bengalskim,
 – barwienie błękitem anilinowym,
 – metoda fluorescencyjna,
c) metody serologiczne:
 – ELISA,
 – immunologiczna,
d) metody molekularne.

Rys. 3. Stroma Epichloë spp. na pędach kwiatostanowych
wiechliny łąkowej

Rys. 1. Grzybnia Neotyphodium sp. widoczna
w warstwie aleuronowej ziarniaka

Rys. 2. Międzykomórkowo rosnąca charakterystyczna grzybnia
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Powyższe metody różnią się pracochłonnością, kosz-
tami, efektywnością i czułością wykrywania grzybni 
endofitów [69, 95], ale tylko stosując metodę fluore-
scencyjną i metody bezpośrednie można stwierdzić 
obecność żywej grzybni Neothypodium w  nasionach 
traw. Jednak dla oceny zasiedlenia nasion przez endofity, 
jedyną metodą zalecaną przez Międzynarodowy Zwią-
zek Oceny Nasion – ISTA (International Seed Testing 
Association), jest metoda immunologiczna. 

4. Alkaloidy wytwarzane przez endofity z rodzaju
 Neotyphodium

Szkodliwość grzybów endofitycznych z rodzaju Neo-
typhodium w stosunku do zwierząt roślinożernych zwią-
zana jest z wytwarzaniem niebezpiecznych dla zdrowia 
kręgowców alkaloidów, głównie lolitremu oraz ergowa-
liny [52]. W niektórych krajach, np.: Nowej Zelandii 
i Stanach Zjednoczonych, choroby zwierząt wywoływane 
przez te toksyny stanowią poważny problem gospodarczy 
[99]. Zainteresowanie prowadzeniem badań nad endo-
fitami w Europie jest stosunkowo niewielkie, co jest 
związane z rzadkim występowaniem przypadków cho-
rób, wywoływanych przez alkaloidy produkowane przez 
te grzyby wśród bydła na tym terenie. Europejskie trwałe 
użytki zielone, istotne z punktu widzenia produkcji zwie-
rzęcej, zawierają gatunki traw (np. L. perenne, F. arundi-
nacea) powszechnie zasiedlane przez grzyby z rodzaju 
Neotyphodium, a liczba gatunków traw zasiedlonych 
przez endofity w Europie jest większa, niż w przypadku 
innych kontynentów. Jednak użytki te wykazują dużą 
różnorodność florystyczną, co może ograniczać poten-
cjalny negatywny wpływ endofitów na zwierzęta [98]. 

Znanych jest kilka rodzajów alkaloidów, które 
mogą być wytwarzane przez grzyby endofityczne. Są 
to przede wszystkim tzw. alkaloidy ergotynowe (w tym 
ergowalina), nasycone aminopirolopiraziny (loliny), 
indolditerpenoidy (lolitrem) i  alkaloidy pirolopirazy-
nowe (peramina) [20]. Alkaloidy ergotynowe znane 
są jako działające szkodliwie głównie na roślinożerne 
kręgowce, choć udokumentowany został również ich 
wpływ na niektóre owady [13]. Objawy zatrucia zwie-
rząt są podobne do działania farmakologicznego tych 
alkaloidów (zwężenie naczyń, trudności reprodukcyjne) 
[67]. Lolitrem jest toksyczny dla ssaków, zwłaszcza rośli-
nożernych pasących się na terenach bogatych w zasie-
dloną przez endofity życicę trwałą. Natomiast działanie 
peraminy w odróżnieniu do innych alkaloidów polega 
na odstraszaniu żerujących owadów [74].

Z danych literaturowych wynika, że karmienie bydła 
paszą zawierającą już 0,05 ppm ergowaliny (mg ergowa-
liny/kg s.m.) może istotnie wpływać na fizjologię zwie-
rzęcia (np. wzrost temperatury ciała u bydła poddanego 
działaniu wysokiej temperatury powietrza w czasie upal-

nego lata) [22]. Progowe zawartości ergowaliny w diecie, 
które wywołują objawy kliniczne w USA zostały osza-
cowane na poziomie 0,4–0,7 ppm u bydła, 0,3–0,5 ppm 
u koni i 0,8–1,2 ppm u owiec. Graniczne wartości dla 
tego alkaloidu mogą jednak się zmieniać, ponieważ 
środowisko również odgrywa rolę w rozwoju klinicz-
nych objawów choroby powodowanej przez ergowalinę 
[1]. Jakkolwiek już stężenie na poziomie 0,2–0,3 ppm 
może powodować wymierne efekty fizjologiczne tzw. 
toksyczność chroniczną objawiającą się np. zmniejsze-
niem produkcji mleka, czy zmniejszeniem masy ciała 
[65] i dlatego może być potencjalną przyczyną wpływa-
jącą na wydajność zwierząt gospodarskich.

Ważnymi czynnikami warunkującymi proces pro-
dukcji alkaloidów przez grzyby endofityczne, są warunki 
pogodowe (przede wszystkim ilość opadów atmosfe-
rycznych i temperatura powietrza) panujące na terenie, 
na którym występują trawy zasiedlone przez endofity 
[76]. Wzmożona produkcja alkaloidów przez grzyby 
endofityczne odbywa się, gdy roślina zasiedlona przez 
endofita zostaje poddana stresowi suszy [98]. 

W wielu krajach prowadzone są badania nad endo-
fitami, które nie wytwarzają szkodliwych dla zwierząt 
alkaloidów. Przy pomocy takich wyselekcjonowanych 
izolatów grzyba przeprowadza się inokulację traw [45], 
a w wielu przypadkach proces ten jest skomercjalizowany 
[41, 48]. Jednocześnie w badaniach znacznym zaintere-
sowaniem cieszą się zagadnienia związane z tym, w jaki 
sposób wpłynąć na endofity, aby zaprzestały wytwarzania 
szkodliwych alkaloidów. Badania dotyczące możliwości 
wyeliminowania ergowaliny z kompleksu endofit – trawa 
potwierdziły, że w  wyniku genetycznych modyfikacji 
endofita można spowodować zahamowanie produkcji 
tego alkaloidu [60]. Następuje to poprzez oddziaływanie 
na geny warunkujące wytwarzanie syntetazy peptydowej 
niezbędnej do produkcji ergowaliny.

5. Choroby zwierząt wywoływane przez alkaloidy
 produkowane przez grzyby z rodzaju Neotyphodium

Znane są dwie groźne choroby u bydła, których 
czynnikiem sprawczym są alkaloidy wytwarzane 
przez endofity współżyjące z trawami na pastwiskach: 
“ryegrass staggers syndrome” i “fescue toxicosis” [83]. 
Do tej pory zidentyfikowano kilka alkaloidów odpo-
wiedzialnych za słaby rozwój zwierząt pasących się lub 
karmionych trawami zasiedlonymi przez endofity [68]. 
Należą do nich alkaloidy sporyszowe (klawiny, kwas 
lizergowy i jego amidy, ergopeptyny), które są odpowie-
dzialne za “fescue toxicosis” u zwierząt hodowlanych. Są 
one produkowane przez endofity zasiedlające kostrzewę 
trzcinową i życicę trwałą, odpowiednio N. coenophialum 
i N. lolli. Objawami ich działania u zwierząt może być 
zmniejszone pobieranie paszy, mniejszy przyrost masy 
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ciała, obniżona produkcja mleka, wzrost temperatury 
ciała, wzmożone pocenie się i ślinienie czy obniżenie 
wydajności reprodukcyjnej [23]. Oprócz alkaloidów 
sporyszowych w roślinach życicy po raz pierwszy ziden-
tyfikowano także lolitrem (diterpeny indolu, paxilina, 
paxitriole, lolitriol) i jego obecność powiązano z neuro-
toksycznością u zwierząt zwaną jako “ryegrass staggers” 
[55]. Choroba objawia się spadkiem produkcji mleka, 
zaburzeniami ze strony układu nerwowego (m.in.: pora-
żenie tylnych kończyn, spazmy) [57]. Ponadto stwier-
dzono, że w zasiedlonych przez endofity roślinach 
życicy, kostrzewy trzcinowej i innych gatunków traw ma 
miejsce produkcja innego związku pirolopirazynowego 
–  alkaloidu peraminy [82]. Peramina posiada właści-
wości odstraszające owady, jednocześnie nie wpływa 
ujemnie na zdrowotność zwierząt roślinożernych [13]. 
S i e g e l  i wsp. [82] podają, że jest ona obecna w więk-
szości traw zasiedlonych przez endofity, które wytwa-
rzają także alkaloidy sporyszowe (50%), lolinowe (35%) 
i lolitremy (10%). 

Wykazano, że stężenie alkaloidów w roślinie zależy 
zarówno od genotypu rośliny, rodzaju komórki, jak 
i pory roku oraz abiotycznych warunków środowiska 
[20]. L y o n s  i wsp. [54] stwierdzili, że koncentracja 
alkaloidów sporyszowych, do których należy ergowa-
lina, w kostrzewie łąkowej była wyższa przy zwiększonej 
dawce nawozów azotowych oraz wyższa w pochwach 
liściowych w porównaniu do blaszek liściowych. Zawar-
tość zarówno lolitremu B, ergowaliny jak i peraminy na 
pastwiskach wykazuje sezonowe zróżnicowanie [29]. 
Najniższe stężenia tych alkaloidów występuje się na 
przełomie zimy i wczesnej wiosny, zaś najwyższe ich 
ilości na przełomie lata i jesieni [6, 29]. Ponadto niższa 
koncentracja lolitremu B była w odrastających po ścięciu 
roślinach. Często okres, w którym alkaloidy występują 
w trawach w najwyższych stężeniach, nie pokrywa się 
z  czasem wystąpienia objawów chorobowych u  zwie-
rząt. Powodem tego jest ich kumulowanie się w tkance 
tłuszczowej, a następujące potem stopniowe uwalnianie 
(np. pod wpływem wysokiej temperatury). Tłumaczy to 
występowanie objawów chorobowych po pewnym czasie 
u zwierząt przeniesionych z pastwiska o dużej zawar-
tości tego alkaloidu, na pastwisko od niego wolne [57]. 

Alkaloidy produkowane przez endofity wpływają 
również na pobieranie pokarmu przez zwierzęta. Bada-
nia przeprowadzone w USA wykazały, że bydło wypa-
sane na pastwiskach, gdzie rośliny były zakażone endo-
fitami, spędzało mniej czasu na pobieraniu pokarmu niż 
bydło wypasane na pastwiskach wolnych od endofitów. 
Można zatem sądzić, iż zwierzęta preferowały rośliny 
wolne od grzybów endofitycznych [39]. Pobieranie 
paszy zawierającej szkodliwe alkaloidy nie pozostaje 
również bez wpływu na wydajność oraz jakość produk-
tów pochodzenia zwierzęcego. Badania przeprowadzone 
w Australii [71] wykazały, że bydło wypasane na pastwi-

skach porośniętych życicą trwałą z wysoką zawartością 
lolitremu B, wytwarzało gorszej jakości mleko. Zawie-
rało ono mniej tłuszczu i białka, niż mleko pochodzące 
od zwierząt, które wypasane były na pastwiskach wol-
nych od endofitów. 

Ważnymi czynnikami warunkującymi proces pro-
dukcji alkaloidów przez grzyby endofityczne są warunki 
pogodowe, a przede wszystkim ilość opadów atmosfe-
rycznych i temperatura powietrza [76]. Wzmożona 
produkcja alkaloidów odbywa się gdy roślina zasiedlona 
przez nie zostaje poddana stresowi suszy [98]. 

Występowanie symptomów chorobowych w  dużej 
mierze zależy od stanu fizjologicznego zwierzęcia oraz 
od ekstremalnych temperatur panujących na danym 
terenie [24]. Gdy wraz ze spożyciem toksyny zwierzę 
jest jednocześnie poddane działaniu wysokich tem-
peratur, to następuje brak kontroli temperatury ciała 
i  równowagi wodnej. Ponadto takie zwierzę spożywa 
mniej pokarmu, a z tym wiąże się spadek masy ciała. 
W chłodniejszych warunkach zwierzęta mogą cierpieć 
na choroby kończyn, spowodowane prawdopodobnie 
skurczem naczyń hamującym przepływ krwi, a związa-
nym z działaniem ergowaliny. 

K e m p  i wsp. [43] donoszą, że znaczne stężenie 
ergowaliny występuje tylko latem i  jesienią i  tylko 
w niektórych latach. Siano lub kiszonka, zebrane w tych 
okresach mogą potencjalnie zawierać duże jej ilości, ale 
jeśli jej obecność w paszy jest na poziomie, który nie 
przekracza 50% suchej masy całkowitej dziennej dawki 
żywieniowej, to mało prawdopodobne wydaje się wystą-
pienie u zwierząt objawów klinicznych. Ponadto ergowa-
lina w dalszym ciągu jest obecna w paszy nawet po kilku 
latach magazynowania. W związku z tym, przechowy-
wanie zainfekowanych roślin lub słomy nie wpływa na 
obniżenie zawartości ergowaliny, a co za tym idzie nie 
czyni takiej paszy bezpieczniejszej dla zdrowia zwierząt. 
Proces kiszenia także nie zmniejsza toksyczności, ani 
stężenia tego alkaloidu [26]. 

Z punktu widzenia szkodliwości pastwisk zainfeko-
wanych przez grzyby endofityczne, najważniejsze jest 
monitorowanie produkcji lolitremu B oraz ergowaliny, 
gdyż właśnie te dwa alkaloidy odpowiadają za występo-
wanie chorób u bydła.

6. Wpływ alkaloidów na odporność traw na stresy

Oprócz niekorzystnego wpływu alkaloidów na zwie-
rzęta hodowlane, substancje te działają pozytywnie na 
wzrost i rozwój traw np. na zwiększenie odporności na 
szkodniki, czy odporności na suszę [13, 72]. Wiadomo 
również, że endofity wykazują znaczne zróżnicowa-
nie pod względem ilościowej i jakościowej produkcji 
alkaloidów, co  decyduje o ich przydatności do celów 
pastewnych lub trawnikowych [18, 50]. W  Stanach 
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Zjednoczonych, Nowej Zelandii oraz w krajach Europy 
przeprowadzono wiele badań, które dokumentują pod-
wyższoną odporność zainfekowanych przez grzyby 
endofityczne traw na stresy zarówno biotyczne, jak 
i  abiotyczne. Jednak nie zawsze otrzymane wyniki są 
jednoznaczne. Niewątpliwie najlepiej udokumentowano 
wpływ obecności endofitów, a w zasadzie produkowa-
nych przez nie alkaloidów, na odporność traw na stres 
suszy. Jednak jest wiele doniesień dotyczących wpływu 
tych związków także na inne stresy abiotyczne i  bio-
tyczne. Znane są informacje o ich wpływie na zimotr-
wałość, oszczędną gospodarkę azotem, lepszą przyswa-
jalność fosforu, odporność na Listronotus bonariensis, 
głównego szkodnika pastwisk [74], chrząszcza Phaedon 
cochleariae (F.), niektóre mszyce Rhopalsiphum maidis 
i Drosophila melanogaster czy gąsiennice Spodeptera fru- 
giperda [84]. Również prowadzone są badania dotyczące 
wpływu grzybów endofitycznych na rozwój innych mi- 
kroorganizmów występujących na trawach [61, 63, 89].

6.1. Stresy abiotyczne

Endofity wzbudzają w roślinach traw mechanizmy 
tolerancji na suszę, jednakże cecha ta zależna jest od 
gatunku, odmiany i fazy rozwojowej, w jakiej znajduje 
się roślina [64]. Duże znaczenie ma też lepsza zdolność 
do regeneracji uszkodzeń po suszy. Ten korzystny aspekt 
obecności grzybów endofitycznych w trawach został 
najlepiej udokumentowany w przypadku kostrzewy 
trzcinowej [2, 3]. U innych gatunków traw, np. życicy 
trwałej wyniki badań dotyczące odporności na suszę 
nie są tak jednoznaczne [15, 25, 38, 92]. E l b e r s e n 
i We s t  [25] stwierdzili, że endofity mogą wpływać 
na większą retencję wody w  liściach, co skutkuje lep-
szą ochroną rośliny przed wysuszeniem. H i l l  i wsp. 
[38] oraz W h i t e  i wsp. [92] nie obserwowali różnic 
w tolerancji na stres suszy między roślinami E+ i  E– 
kostrzewy trzcinowej, jednak sugerowali, że endofity 
mogą wpływać pośrednio na morfologiczne i  fizjolo-
giczne przystosowania rośliny do unikania suszy, za 
pomocą mechaniz mów pozwalających na utrzymanie 
właściwego stanu wody. Zaś C h e p l i c k  i wsp. [15] 
obserwowali genotypową zmienność zdolności roślin do 
odrastania po okresie suszy, na który to proces endofity 
nie miały wpływu lub odgrywały w nim nieznaczną rolę. 

M a l i n o w s k i  i B e l e s k y  [55] stwierdzili, że 
endofity wpływają na oszczędną gospodarkę azotem 
i lepszą przyswajalność fosforu, a także poprawiają ży- 
wotność siewek i ich krzewienie, co potwierdzają austra-
lijskie badania przeprowadzone w 1999 i 2000 roku nad 
życicą trwałą [71]. 

W europejskich warunkach klimatyczno-glebo-
wych korzystne efekty występowania endofitów w tra-
wach w porównaniu do roślin nie zasiedlonych przez te 
grzyby nie są jednoznaczne. Badania nad czynnikami 

abiotycznymi, takimi jak deficyt wody, koszenie, zacie-
nienie, niskie nawożenie azotem, lub niskie pH gleby 
wykazały zróżnicowane reakcje roślin, w zależności od 
układu genotyp rośliny – genotyp endofita [53].

6.2. Stresy biotyczne

Potencjalną przydatność Neotyphodium spp. do zwal - 
czania chorób roślin przez ich zainfekowanie pożąda-
nymi endofitami tego rodzaju, było badane w doświad-
czeniach in vitro [81]. Badania te wykazały, że izolaty tych 
grzybów wyhodowane na płytkach agarowych hamowały 
wzrost kolonii licznych grzybów chorobotwórczych traw, 
w tym Rhizoctonia solani, R. zeae, Bipolaris sorokiniana 
i Colletotrichum graminicola, a aktywność przeciwgrzy-
bicza różniła się między poszczególnymi izolatami. Jed-
nak w naturze dla wielu mikroorganizmów obserwuje 
się niską korelację między skutkami antybiozy pomię-
dzy kulturami grzybów w warunkach laboratoryjnych, 
a oddziaływaniem na choroby w polu [21]. Potwierdzają 
to doświadczenia polowe prowadzone przez B u r p e e 
i B o u t o n  [12], które wykazały, że obecność endofitów 
nie dała ochrony roślinom kostrzewy trzcinowej prze-
ciwko występującemu w glebie patogenowi R. solani. 
Również zakażone endofitami siewki kostrzewy trzci-
nowej nie były chronione przed infekcją B. sorokiniana 
[87] oraz patogenami często obserwowanymi na trawni-
kach: Magnaporthe poae i Pythium aphanidermatum [9]. 
Obecność endofitów w kostrzewie trzcinowej, czy życicy 
trwałej nie wydaje się także chronić przed wystąpie-
niem lub nasileniem zgorzeli podstawy źdźbła i korzeni 
powodowanej przez Fusarium oxysporum, F. equiseti 
i  Pythium acanthicum [40]. Są też wyniki mówiące 
o tym, że niektóre izolaty endofitów mogą wpływać na 
zwiększoną podatność traw na choroby, np. w badaniach 
F u n k’ a  i wsp. [30] trawy zakażone grzybami endofi-
tycznymi były bardziej podatne na chorobę powodo-
waną przez grzyby z rodzaju Pythium. Przypuszczalnie 
mogło to być pośrednim skutkiem wpływu endofitów 
na lepszy wzrost i wygląd trawnika, co z kolei sprzyjało 
rozwojowi choroby. 

Dotychczasowe badania dokumentują odporność 
zainfekowanych przez grzyby endofityczne traw na 
45  gatunków owadów należących do następujących 
rodzin: Aphidiadae, Chrysomelidae, Cicadidae, Curcu-
lionidae, Gryllidae, Lygaeidae, Miridae, Noctuidae, Pyra-
lidae, Scarabaeidae i Tenebrionidae. Ponadto zasiedlone 
trawy są odporne na nicienie oraz niektóre choroby jak 
np. kostrzewa trzcinowa na grzyb Rhizoctonia zeae [63, 
83]. Jednak oczywiste jest, że oddziaływanie pomiędzy 
endofitem i gospodarzem może być dosyć zmienne 
w zależności zarówno od warunków środowiska [75], 
jak i genotypu gospodarza [8, 25, 38].

Programy hodowlane mają na celu wprowadzanie 
użytecznych endofitów do odmian i  populacji życicy 
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trwałej i kostrzew. Istniejące techniki inokulacyjne są 
odpowiednio udoskonalane do szybkiego rozwoju od- 
mian zawierających endofity i do przenoszenia wska-
zanych endofitów pomiędzy gatunkami [47]. Techniki 
te są w dalszym ciągu modyfikowane, a ich efektywność 
kontrolowana w produkcji nasiennej. W  czasie prze-
chowywania dostosowuje się i kontroluje warunki śro-
dowiska zapewniające utrzymanie wysokiego poziomu 
żywotności endofitów [31]. Dodatkowo istniejąca wiedza 
odnośnie obecności endofitów i ich znaczenia sprawia, 
że ocena odmian i programy hodowlane przydatne do 
celów trawnikowych są bardziej efektywne i niezawodne.

7. Występowanie endofitów w Polsce i na świecie

Współżycie traw z grzybami znane jest od dawna, 
ale intensywny rozwój badań nad tą grupą organizmów 
nastąpił w latach 80-tych XX wieku. Badania przepro-
wadzone w wielu krajach potwierdziły wcześniejsze 
przypuszczenia o powszechnym występowaniu endo-
fitów w trawach. Obecność tych grzybów stwierdzono 
w  wielu krajach świata, jednak najwięcej informacji 
pochodzi z  Ameryki Południowej, Nowej Zelandii 
i Australii, gdzie średnia zawartość endofitów w trawach 
na pastwiskach sięgała nawet 100% [27, 70]. Wysokie 
zasiedlenie traw w tych rejonach świata związane jest 
z  częstym narażeniem roślin na stresy środowiskowe. 
Są również znane doniesienia o występowaniu endo-
fitów w chłodniejszych rejonach np. w Finlandii [88], 
czy Japonii [44]. L e w i s  [52] w swojej pracy podaje, 
że w latach 1987–1997 obecność endofitów w trawach 
została potwierdzona w 22 krajach europejskich, w tym 
również w Polsce i występowały one w ok. 50% przeba-
danych dzikich populacji europejskich traw. 

Krajowe badania dotyczące zasiedlenia runi grzy-
bami z rodzaju Neotyphodium wybranych trwałych użyt-
ków zielonych na terenie Polski, wykazały, że organizmy 
te występują powszechnie na pospolitych gatunkach 
traw. Obecność grzybów endofitycznych stwierdzono 
w roślinach ekotypów życicy trwałej (Lolium perenne L.), 
życicy wielokwiatowej (L. multiflorum Lam.), kostrzewy 
łąkowej (Festuca pratensis Huds.), kostrzewy czerwo-
nej (F. rubra L.), kostrzewy trzcinowej (F. arundina-
cea Schreb.), kostrzewy nitkowatej (F. capillata Lam.), 
kostrzewy olbrzymiej (F. gigantea L.), kostrzewy owczej 
(F. ovina L.), tymotki łąkowej (Phleum pratense L.), wie-
chliny łąkowej (Poa pratensis L.) oraz śmiałka darnio-
wego (Deschampsia caespitosa (L.) P.B.) [64, 96, 100]. 
Wyniki badań przeprowadzonych w innych regionach 
Europy i świata potwierdzają, że wiele gatunków traw 
może być zasiedlanych przez endofity z rodzaju Neoty-
phodium [52, 77, 88, 99]. 

J u  i wsp. [42] twierdzą, że głównym czynnikiem 
wpływającym na wahania częstotliwości występowania 

endofitów w  roślinach jest temperatura. Ich badania 
wykazały, że niższa częstotliwość występowania tych 
grzybów w uprawach kostrzewy trzcinowej była zimą 
i  wiosną, gdy średnie miesięczne temperatury były 
często poniżej minimalnej temperatury wzrostu endo-
fitów, a powyżej minimalnej temperatury dla wzrostu 
roślin. Można jednak przypuszczać, że oprócz czynnika 
temperaturowego, może to być związane z jarowizacją, 
oraz fizjologicznymi i morfologicznymi zmianami 
zachodzącymi w roślinach. Interakcja pomiędzy endo-
fitem i genotypem rośliny może wpływać na zmienność 
fenotypową populacji, faworyzując genotypy zasiedlone 
i przyczyniając się do tzw. zmian mikroewolucyjnych 
[14]. Trawy zasiedlone przez endofita mogą mieć pod-
wyższoną przeżywalność oraz większą masę części 
generatywnych i wegetatywnych [19]. Wiosenny odrost 
roślin zasiedlonych przez endofity może przewyższać 
odrost roślin wolnych od grzybów symbiotycznych [89]. 
To z  kolei może sprzyjać wypieraniu roślin nie zasie-
dlonych przez zasiedlone ze stanowisk, zwłaszcza tych 
o znacznym stopniu zróżnicowania. Ponadto obecność 
endofitów może wpływać na zahamowanie kiełkowania 
nasion w  warunkach deficytu wodnego, ograniczając 
tym samym ryzyko wypadania siewek i straty związane 
ze słabszymi wschodami polowymi [35]. Jednocześ nie 
stwierdzono, że obecność endofitów nie wpływa bezpo-
średnio na kiełkowanie, jednak ważny jest efekt pośredni, 
którym jest przedłużenie czasu wzrostu roślin matecz-
nych w czasie rozwijania się i dojrzewania nasion [36].

Oprócz udokumentowanej obecności endofitów 
w roślinach traw, wiele badań dotyczyło obecności tych 
grzybów w nasionach [10, 18, 20, 30, 43, 46], gdyż jest 
to jedyny, jak do tej pory potwierdzony, sposób ich 
rozprzestrzeniania się. Wykazały one, że nasiona wielu 
gatunków traw są często zasiedlane przez endofity, a naj-
częściej obserwowano je u gatunków z rodzaju Festuca 
i  Lolium perenne. Krajowe badania potwierdzają, że 
nasiona traw są często zasiedlone przez grzyby endo-
fityczne, czasami w znacznych ilościach (nawet do 
98% w przypadku nasion Festuca ovina odmiany Jolka) 
[62, 63, 95, 96]. Stwierdzić również należy, że wśród 
badanych gatunków traw zasiedlane przez endofity są 
zarówno nasiona odmian gazonowych, jak i pastew-
nych. Niepokojąca jest obecność tych grzybów zwłasz-
cza w odmianach pastewnych. Odmiany te stosowane są 
na łąki i pastwiska, a produkowane przez nie szkodliwe 
alkaloidy, mogą stwarzać zagrożenie dla zwierząt. 

8. Podsumowanie

Od końca lat 90-tych XX wieku główną strategią jest 
poszukiwanie takich asocjacji endofit-roślina, które 
miałyby pozytywny wpływ na właściwości rolnicze traw, 
a  nie wytwarzały alkaloidów (lolitremu i ergowaliny) 
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szkodliwych dla zwierząt. Prace w tym kierunku pro-
wadzone są głównie w krajach, gdzie trawy, a zwłasz-
cza życica trwała i  kostrzewa trzcinowa, są poddane 
poważnym stresom biotycznym i abiotycznym i gdzie 
istnieją oczywiste korzyści w uprawie traw zasiedlonych 
przez endofity [37]. Jedna ze strategii polega na znale-
zieniu w naturze takiego związku endofita z trawą, który 
pozwoliłby na zwiększenie pożądanych cech u rośliny, 
a zmniejszenie niepożądanych. Inną strategią jest usu-
nięcie z  rośliny endofita, który ją zasiedla i  ponowne 
wprowadzenie izolatu wytwarzającego niewielkie ilości 
alkaloidów [10]. 
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1. Wstęp

Od kilku lat w Polsce notuje się znaczny wzrost liczby 
chorób bakteryjnych roślin warzywnych, w tym również 
cebuli. Poważne straty zauważalne są w uprawach polo-
wych, w transporcie oraz szczególnie podczas przecho-
wywania. Przyczyną nasilenia chorób bakteryjnych są 
między innymi warunki atmosferyczne – wysoka tem-
peratura w okresie wegetacji warzyw, duże ilości opa-
dów, gradobicia, silne wiatry, okresowe podtopienia pól. 
Ponadto, ze względu na brak wystarczająco skutecznych 
środków ochrony istnieją ogromne trudności w zapo-
bieganiu tym chorobom. Bakteriozy rozwijają się bar-
dzo szybko, a początkowy proces chorobowy jest trudno 
zauważalny [1, 16, 39]. 

Rozwój choroby bakteryjnej jest efektem wzajemnej 
interakcji między patogenem, rośliną i środowiskiem. 
Zależy od procesów metabolicznych indukowanych 
w zainfekowanej roślinie, aktywności bakteryjnych czyn-
ników warunkujących patogenezę oraz warunków środo-
wiskowych. Objawy chorobowe powstają tylko w okreś-
lonych, korzystnych dla rozwoju choroby warunkach.

Zakażenie roślin przez bakterie odbywa się zwykle 
w sposób pasywny. Zazwyczaj bakterie wnikają do roś-
liny poprzez uszkodzenia mechaniczne tkanek powstałe 
w trakcie uprawy, zbioru lub transportu plonów. Głów-

nym źródłem pierwotnego zakażenia są chore rośliny 
i zakażone resztki roślinne pozostające na polu. Dużym 
zagrożeniem są także zabrudzone glebą maszyny, 
narzędzia, obuwie. Ponadto bakterie mogą przeżywać 
w ciekach wodnych, skąd wraz z wodą pobieraną do 
nawadniania pól, trafiają na plantacje. Istotną rolę 
w przenoszeniu bakterii zarówno w polu, jak i w prze-
chowalni odgrywają owady – szkodniki cebuli. Uła-
twiają wnikanie bakterii do wnętrza cebuli poprzez 
wytworzone zranienia na jej powierzchni, a ponadto 
przenoszą bakterie na zdrowe rośliny [1, 16]. 

Istotną rolę w rozprzestrzenianiu bakteryjnych cho-
rób warzyw odgrywają nasiona. Przenoszą one bakterie 
na duże odległości zarówno w obrębie jednego kraju, 
ale także na inne kontynenty. Nasiona mogą być także 
miejscem zimowania patogenów bakteryjnych, co ma 
szczególne znaczenie dla bakterii nie wytwarzających 
przetrwalników. Z zakażonych nasion bakterie rozprze-
strzeniają się na siewki, zapoczątkowując proces choro-
bowy rozwijających się roślin [9, 30].

Cebula (Allium cepa L.) porażana jest przez nastę-
pujące Gram-ujemne bakterie: Burkholderia gladioli pv. 
alliicola, B. cepacia, Pectobacterium carotovorum subsp. 
carotovorum, Dickeya chrysanthemi, Enterobacter clo-
acae, Serratia plymuthica, S. marcescens, Pantoea ana-
natis oraz różne gatunki Pseudomonas [8, 15, 22, 39]. 

BAKTERIE PATOGENNE DLA CEBULI
(ALLIUM CEPA L.)

Beata Kowalska1*, Urszula Smolińska1

Pracownia Mikrobiologii, Instytut Ogrodnictwa, Konstytucji 3 Maja 1/3, 96-100 Skierniewice

Wpłynęło w lipcu 2012 r.

1. Wstęp. 2. Burkholderia cepacia (Burkholder) Yabuuchi et al. 3. Burkholderia gladioli pv. alliicola (Burkholder) Young i wsp. 
4. Bakterie z rodzaju Pseudomonas Migula 5. Serratia plymuthica i Serratia marcescens Bizio. 6. Pantoea ananatis (Serrano) Mergaert 
i wsp. 7. Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Jones) Waldee emend. Hauben i wsp. i Dickeya chrysanthemi Samson i wsp. 
8. Enterobacter cloacae (Jordan) Hormaeche et Edwards. 9. Podsumowanie

Onion (Allium cepa L.) pathogenic bacteria

Abstract: Bacterial diseases cause serious problems in cultivation of onion (Allium cepa L.) in Poland and abroad. There are several reasons 
of the losses in onion production caused by these diseases, e.g. weather conditions, biology and epidemiology of bacteria, lack of efficient 
pesticides, lack of disease-resistant cultivars. According to reports, onion is infected by following bacterial pathogens: Burkholderia 
gladioli pv. alliicola, Burkholderia cepacia, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Dickeya chrysanthemi, Serratia plymuthica, 
Serratia marcescens, Enterobacter cloacae, Pantoea ananatis, Pseudomonas marginalis pv. marginalis and Pseudomonas viridiflava.

1. Introduction. 2. Burkholderia cepacia (Burkholder) Yabuuchi et al. 3. Burkholderia gladioli pv. alliicola (Burkholder) Young et al. 
4. Genus Pseudomonas Migula bacteria 5. Serratia plymuthica and Serratia marcescens Bizio. 6. Pantoea ananatis (Serrano) Mergaert 
et al. 7. Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Jones) Waldee emend. Hauben et al. and Dickeya chrysanthemi Samson et al. 
8. Enterobacter cloacae (Jordan) Hormaeche et Edwards. 9. Summary

Słowa kluczowe: bakteriozy, cebula, patogeny
Key words: bacterial diseases, onion, pathogens



82 BEATA KOWALSKA, URSZULA SMOLIŃSKA

2. Burkholderia cepacia (Burkholder) Yabuuchi i wsp.

Burkholderia cepacia to urzęsiona lofotrichalnie 
pałeczka o wymiarach 0,5–1,0 × 1,5–4,0 μm, występu-
jąca pojedynczo lub w parach. Większość szczepów to 
bezwzględne tlenowce, wytwarzające niefluoryzujące 
żółtawe lub zielonkawe barwniki. Optymalna tempe-
ratura dla wzrostu wynosi 30–35°C, chociaż większość 
szczepów rośnie również w temperaturze 41°C, nie 
zaobserwowano natomiast wzrostu w 4°C. Bakteria ta 
akumuluje w komórkach kwas poli-β-hydroksymasłowy 
(PHB), jako rezerwowe źródło węgla [36]. 

B. cepacia posiada genom złożony z 2–4 dużych chro-
mosomów. Wielkość całego genomu wynosi 4–9 Mb, 
czyli ponad dwukrotnie przekracza wielkość genomu 
Escherichia coli [33]. Ponadto posiada ona liczne ele-
menty insercyjne (IS). Procesy przemieszczania się 
sekwencji IS w obrębie genomu stanowią znaczące 
źródło zmienności genetycznej. Poza indukcją mutacji 
insercyjnych mogą one powodować inne rodzaje prze-
grupowań materiału genetycznego tj. inwersje, delecje, 
duplikacje oraz fuzje replikonów. Elementy insercyjne 
sprzyjają genetycznym zmianom i modyfikują ekspresje 
genów sąsiadujących. Taka plastyczność genomu może 
przyczyniać się do dużej zmienności B. cepacia pod 
względem wymagań pokarmowych i adaptacyjnym. 
Cecha ta umożliwia występowanie B. cepacia w zróżni-
cowanych miejscach w środowisku [25, 45].

Szczepy bakterii B. cepacia zostały sklasyfikowane 
w  kilku różnych genetycznie gatunkach, które razem 
tworzą kompleks zwany B. cepacia complex. Obec-
nie wśród tego kompleksu wyróżnia się przynajmniej 
17  róż nych pod względem genetycznym gatunków. 
U bakterii tych stwierdzono średni poziom podobień-
stwa hybrydyzacji DNA-DNA (30–60%), ale wysokie 
podobieństwo na podstawie analizy porównawczej 
sekwencji 16S rRNA (> 97,5%) [45]. 

Gatunek B. cepacia znany jest jako sprawca bakte-
riozy na cebuli, w literaturze zwanej kwaśną skórką (sour 
skin). Choroba ta stanowi poważny problem w warzyw-
nictwie, gdyż prowadzi do dużych strat w plonie cebuli, 
czasami sięgających nawet 50%. Zniszczenia spowodo-
wane przez tę bakterię zauważalne są często dopiero 
w  przechowalniach, mimo że infekcja cebul wystę-
puje już na polu. Patogen obecny w glebie lub wodzie 
wnika do tkanek poprzez zranienia w okolicy szyjki 
lub na liściach, powstałe np. po załamaniu szczypioru 
lub wskutek mechanicznego uszkodzenia [17] i prze-
mieszcza się w tkankach szczypioru w kierunku główki 
cebuli. Zewnętrzne łuski stają się śluzowate, przybie-
rają zabarwienie od jasnożółtego do jasnobrązowego. 
Wewnętrzne łuski oraz środkowa część cebuli pozo- 
stają niezasiedlone. Suche zewnętrzne łuski mogą łatwo 
ulec oddzieleniu podczas ręcznego wyrywania cebul, 
ukazując porażoną część cebuli. Temperatura sprzy-

jająca rozwojowi choroby to ponad 30°C. Czasami, 
szczególnie u  młodych roślin, infekcja pozostaje uta-
jona, a  symptomy pojawiają się, gdy zaczyna tworzyć 
się cebula [15, 39, 41].

Stwierdzono, że fitopatogeniczne izolaty B. cepacia, 
w środowisku o niskim pH, produkują enzym endopo-
ligalakturonazę, który jest odpowiedzialny za macerację 
tkanki cebuli. Zidentyfikowano locus cep na chromoso-
mie, zawierający geny odpowiedzialne za wytwarzanie 
tego enzymu [2, 3]. Endopoligalakturonazy nie wykryto 
u szczepów chorobotwórczych dla człowieka i izolatów 
glebowych niefitopatogenicznych. Szczepy te nie są 
w  stanie macerować tkanek roślinnych [50]. Ponadto 
w badaniach in vitro wyka zano, że izolaty patogeniczne 
dla roślin mają zdolność do produkcji metabolitów 
takich jak antybiotyki i siderofory, o działaniu antybakte-
ryjnym i antygrzybowym. Te zdolności ułatwiają konku-
rencję z innymi mikroorganizmami w środowisku [14]. 

3. Burkholderia gladioli pv. alliicola (Burkholder)
 Young i wsp.

Burkholderia gladioli pv. alliicola to tlenowa, ruchliwa 
pałeczka o wymiarach 0,6 × 2,3–2,8 μm, opatrzona pęcz-
kiem biegunowo umieszczonych rzęsek. Optymalna 
temperatura wzrostu wynosi 28–30°C, maksymalna 
37–40°C, a minimalna 6°C. Podobnie jak B. cepacia 
bakteria ta akumuluje kwas poli-β-hydroksymasłowy 
(PHB), jako rezerwowe źródło węgla. Wzrostowi 
kolonii na pożywkach towarzyszy wytwarzanie żółta-
wego barwnika, który dyfunduje do podłoża [36].

B. gladioli pv. alliicola jest sprawcą miękkiej zgnilizny 
cebuli (slippery skin) zaczynającej się od szyjki. Choroba 
ta często jest następstwem uszkodzeń szyjki, spowodo-
wanych przez inne patogeny np. Peronospora destruc-
tor (mączniaka rzekomego) lub przez czynniki atmos-
feryczne, np. grad. W latach obfitujących w deszcze, 
bakterioza może być obserwowana w końcowym etapie 
uprawy cebuli. We wczesnym stadium na powierzchni 
cebuli nie występują żadne widoczne zmiany, oprócz 
czasami miękkiej szyjki zauważalnej po naciśnięciu. Na 
przekroju można zaobserwować jedną lub dwie porażone 
wewnętrzne łuski mięsiste. Są one miękkie i wyglądają 
jak nasiąknięte wodą. Z  czasem na gnijących łuskach 
pojawiają się ciemne przebarwienia i dochodzi do mięk-
nięcia i gnicia całej cebuli. Czasami początek choroby 
może objawiać się w postaci więdnięcia 1–2 środkowych 
liści, które następnie żółkną i zamierają od góry. Pozo-
stałe młode i stare liście pozostają zielone.

B. gladioli pv. alliicola jest szeroko rozpowszechniona 
na świecie. Powoduje bakteriozę cebuli, m.in. w Stanach 
Zjednoczonych [15], Anglii [39], Nowej Zelandii, Korei 
[24], Tajlandii, Hiszpanii, Bułgarii [42], krajach byłego 
Związku Radzieckiego [43], a także w Polsce [22].
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4. Bakterie z rodzaju Pseudomonas Migula

Bakterie należące do rodzaju Pseudomonas są pałecz-
kami o wymiarach 0,5–1,0 × 1,5–4,0 μm. Komórki, dzięki 
polarnemu urzęsieniu, posiadają zdolność ruchu. Cechą 
charakterystyczną niektórych pseudomonadów jest 
zdolność do produkcji na ubogiej w żelazo pożywce 
King B barwnika – fluoresceiny, który fluoryzuje w świe-
tle UV (366 nm) na zielononiebiesko. Fluorescencja jest 
charakterystyczna zarówno dla patogenicznych, jak 
i saprotroficznych pseudomonadów i jest pierwszą roz-
poznawalną cechą po izolacji bakterii z tkanki roślinnej. 
Bakterie należące do tego rodzaju posiadają wiele cech 
biochemicznych, które wykorzystuje się do identyfikacji 
gatunkowej. Badaniu podlegają według testów „LOPAT” 
m.in. następujące cechy: zdolność do wytwarzania wie-
locukru lewanu, obecność oksydazy cytochromowej c, 
aktywność pektynolityczna, wytwarzanie dihydrolazy 
argininy i wywołanie reakcji nadwrażliwości na liściach 
tytoniu. Niemal wszystkie patogeniczne bakterie z tego 
rodzaju nie rosną w temperaturze 41°C [36]. 

Rodzaj Pseudomonas oprócz gatunków saprotroficz-
nych, obejmuje 14 gatunków patogenicznych, w obrębie 
których dodatkowo wyróżnia się patowary. Przykładowo 
gatunek P. syringae, który pod względem ekonomicznym 
jest najważniejszym patogenem roślin, obejmuje ponad 
50 patowarów. Cebula porażana jest przez następujące 
bakterie z rodzaju Pseudomonas: P. aeruginosa (bacterial 
internal brown rot of bulbs), P. syringae (bacterial leaf 
spot and flower stalk necrosis), P. viridiflava (bacterial leaf 
streak and bulb rot), P. marginalis pv. marginalis (bacte-
rial soft rot) [8, 20, 22, 28, 31, 49]. Bakterie te powodują 
głównie różnego rodzaju zgnilizny cebuli. 

5. Serratia plymuthica i Serratia marcescens Bizio

Bakterie z rodzaju Serratia należą do rodziny Entero-
bacteriaceae. Cechą charakterystyczną dla tego rodzaju 
jest jednoczesna obecność trzech enzymów: DNA-zy, lipa- 
zy i żelatynazy. Bakterie te kolonizują bardzo zróżni co- 
wane środowiska, m.in. wodę, glebę, rośliny, owady i dzi- 
kie zwierzęta. Są także doniesienia o izolacji tych bakterii 
z materiału klinicznego pochodzącego od człowieka. 

Autorzy niniejszej publikacji po raz pierwszy stwier-
dzili, że bakteria S. plymuthica jest także czynnikiem 
etiologicznym zgnilizny cebuli. Bakteria ta została 
wyizolowana z chorych cebul pobranych z trzech róż-
nych gospodarstw zlokalizowanych w Polsce central-
nej. Potwierdzono patogeniczność badanych izolatów 
w  stosunku do cebuli [22, 23]. Identyfikację prowa-
dzono metodami fizyko-chemicznymi oraz molekular-
nymi. Wprawdzie nie wiadomo, jak często S. plymuthica 
wywołuje choroby cebuli, ale bakteria ta może stanowić 
potencjalne zagrożenie dla upraw cebuli w Polsce.

Gatunek Serratia marcescens wywołuje także cho-
roby roślin, m.in. raka bakteryjnego dębu [34], chorobę 
dyni (cucurbit yellow vine disease) [35] oraz w Brazylii 
zgniliznę cebuli [4].

6. Pantoea ananatis (Serrano) Mergaert i wsp.

P. ananatis jest fakultatywnie beztlenową bakterią, 
wcześniej klasyfikowaną jako Erwinia ananas (syn. 
Erwinia uredovora) [27]. Rozkłada ona celobiozę, glice-
rol, inozytol, melobiozę i sacharozę. Bakteria nie wytwa-
rza natomiast enzymu oksydazy, deaminazy fenyloala-
niny i reduktazy azotanowej oraz nie hydrolizuje pektyn, 
skrobi i żelatyny [36]. 

Bakteria P. ananatis po raz pierwszy została wykryta 
w  1928 roku na Filipinach, jako czynnik etiologiczny 
gnicia listków przy owocach ananasów [40]. Od tego 
czasu była diagnozowana jako sprawca chorób wielu 
roślin jedno- i dwuliściennych – kukurydzy, ryżu, ana-
nasa, melona [18, 19]. Objawy wywoływane przez tę 
bakterię są zróżnicowane i  uzależnione zarówno od 
rośliny żywicielskiej, jak i od warunków klimatycznych 
panujących w kraju, w którym dochodzi do porażenia 
i rozwoju choroby. Mogą to być: zgnilizny, plamistości, 
więdnięcia [6]. Patogen wnika do rośliny żywicielskiej 
poprzez kwiaty, zranienia spowodowane przez owady 
oraz mechaniczne uszkodzenia. Wykazano także, że 
wciornastki, szczególnie Frankliniella fusca, mogą być 
wektorami tej bakterii [11, 48]. P. ananatis jest bakterią 
występującą na/w nasionach seed-born) oraz przeno-
szoną przez materiał siewny (seed-transmitted) m.in. 
cebuli, trawy sudańskiej i ryżu [13, 46]. W piśmien-
nictwie spotkano także doniesienie na temat miękkiej 
zgnilizny wywoływanej przez P. ananatis na jadalnych 
grzybach Pleurotus eryngii [21].

Szybkie rozprzestrzenianie się bakterii doprowa-
dziło do opanowywania nowych krajów, a także zaata-
kowania nowej rośliny żywicielskiej – cebuli. Choroba 
cebuli powodowana przez P. ananatis została zdiagno-
zowana w  Stanach Zjednoczonych w  stanie Georgia 
w  1997 roku. Straty plonu sięgały wówczas 100% [7]. 
W szybkim tempie patogen został zawleczony do innych 
stanów Ameryki, m.in. do Colorado i Michigan. Oka-
zało się, że bakteria była przenoszona wraz z materia-
łem siewnym i wysadkowym – na nasionach i w cebuli 
dymce, który pochodził z  Południowej Afryki [10]. 
Ostatnie badania autorów niniejszej publikacji dowio-
dły, że bakteria P. ananatis występuje także na terenie 
Polski. Została ona wyizolowana z cebuli dymki [22]. 
Jednakże do tej pory brak danych o zasięgu występowa-
nia oraz o potencjalnym zagrożeniu tego patogena dla 
upraw cebuli na terenie naszego kraju. 

Objawy chorobowe na cebuli wywoływane przez 
P. ananatis pojawiają się początkowo na młodszych 
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liściach. Są to białe paski z brzegami wyglądającymi 
jakby były nasiąknięte wodą, biegnące wzdłuż liści. 
W niektórych przypadkach liście mogą więdnąć. Bak-
terie stopniowo kolonizują dolne części rośliny, aż 
wreszcie rozwijają się w cebuli. Zainfekowane łuski 
cebuli są bladożółte do żółtopomarańczowych. Bakte-
rie innych gatunków, w tym saprotrofy, wtórnie wnikają 
do cebuli, powodując jej rozkład i gnicie. P. ananatis nie 
powoduje rozległych zniszczeń łusek cebuli, gdyż nie 
posiada enzymów pektolitycznych. Jednakże porażone 
przez P. ananatis cebule częściej są kolonizowane przez 
inne mikroorganizmy, które rozkładają tkanki łusek. 
Gniciu towarzyszy charakterystyczny odór. Niestety, 
stopień zasiedlenia cebul nie jest skorelowany ze stop-
niem rozwoju choroby na liściach. Często rozwój cho-
roby rozpoczyna się w polu, a ujawnia się ona dopiero 
w  przechowalni. Zatem, zgnilizna środkowych łusek 
(center rot) może także wywoływać duże straty podczas 
przechowywania cebuli [29, 39]. 

G o s z c z y ń s k a  i wsp. [12], na kongresie fitopato-
logicznym w Turynie w 2008 roku donosili, iż zgniliznę 
środkowych łusek cebuli wywołują dwa gatunki Pantoea 
– P. ananatis oraz nowy – P. allii. Przebadali oni 30 izola-
tów, wykorzystując następujące metody: analizę FAFLP, 
hybrydyzację DNA-DNA, analizę 16 rRNA i sekwencję 
genu gyrB. Większość izolatów zidentyfikowano jako 
P. ananatis, natomiast dziewięć izolatów różniło się pod 
względem genetycznym i dla nich właśnie zapropono-
wano nową nazwę gatunku – P. allii.

7. Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum
 (Jones) Waldee emend. Hauben i wsp.
 i Dickeya chrysanthemi Samson i wsp.

Bakterie te zaliczane do rodziny Enterobacteriaceae, 
są nie tworzącymi przetrwalników, urzęsionymi peritri-
chalnie, fakultatywnymi anaerobami. Wykazują typowe 
cechy tej rodziny: fermentują glukozę, nie produkują 
oksydazy i redukują azotany do azotynów. Podstawowe 
cechy biochemiczne odróżniające te dwie bakterie od 
siebie to aktywność fosfatazy, wrażliwość na erytro-
mycynę oraz zdolność do produkcji indolu. P. caroto-
vorum subsp. carotovorum nie posiada żadnej z tych 
cech, podczas gdy D. chrysanthemi charakteryzuje się 
ich obec noś cią. Bakterie te należą do grupy „carotovora”, 
sprawców mokrej/miękkiej zgnilizny [47]. Wytwarzają 
one liczne enzymy pektolityczne, które odgrywają zna-
czącą rolę w patogenezie. Enzymy te rozkładają łańcuch 
pektynowy na krótsze elementy, aż do struktur zawie-
rających kilka lub tylko jedną cząsteczkę kwasu galak-
turonowego [44]. Aktywność enzymów prowadzi do 
rozkładu blaszki środkowej komórek roślinnych i powo- 
duje macerację i dezintegrację tkanek, czemu towarzy-
szy plazmoliza i zamieranie komórek.

P. carotovorum subsp. carotovorum i D. chrysan-
themi wywołują na cebuli mokrą zgniliznę. Początkowe 
objawy to małe plamki, wyglądające jakby były nasiąk-
nięte wodą, które gwałtownie powiększają się i wystę-
pują zarówno na powierzchni, jak i przenikają w głąb 
penetrowanej tkanki. Tkanka w obrębie porażonego 
fragmentu staje się kremowo zabarwiona, śluzowata 
i  przekształca się w lekko ziarnistą masę. Powierzch-
nia porażonych cebul może pozostać nieuszkodzona, 
podczas gdy wewnętrzne tkanki zmieniają się w mętną, 
półpłynną papkę. Z czasem cała cebula może ulec prze-
kształceniu w miękką, wodnistą, zgniłą masę. Z gniją-
cych tkanek wydziela się odrażający zapach. Często jest 
on wynikiem rozkładu tkanki przez wtórnie wnikające 
bakterie saprotroficzne [41].

Istotne jest, iż oba wymienione gatunki wywołują 
rozwój choroby w odmiennych warunkach termicz-
nych. Dla P. carotovorum subsp. carotovorum jest to 
25–30°C, zaś dla D. chrysanthemi, zwykle powyżej 
33°C [44, 47]. Na rozwój choroby duży wpływ ma także 
dostępność wody w roślinie. Woda umożliwia łatwiej-
szą migrację komórek bakteryjnych przez tkanki rośliny. 
Ponadto im więcej dostępnej wody w roślinie tym 
mniejsza ilość dostępnego tlenu, co sprzyja rozwojowi 
tych bakterii. 

Dickeya chrysanthemi ma dosyć wąski zakres gospo-
darzy, na których może wywoływać chorobę. Wśród 
roślin żywicielskich znajduje się także cebula. Zgnili-
zna cebuli wywoływana przez tę bakterię notowana jest 
m.in. w  Stanach Zjednoczonych, Meksyku [26] oraz 
w Hiszpanii [32].

8. Enterobacter cloacae (Jordan) Hormaeche
 et Edwards

E. cloacae jest urzęsioną peritrichalnie, fakultatyw-
nie beztlenową pałeczką. Ze względów diagnostycznych 
istotne jest to, że nie posiada następujących enzymów: 
dekarboksylazy lizyny, oksydazy, deaminazy fenyloala-
niny, deaminazy tryptofanu i ureazy oraz nie ma zdol-
ności do degradacji pektyny. 

W naturze E. cloacae występuje w glebie, w wodzie, 
na nasionach roślin. W sprzyjających warunkach powo-
duje zgniliznę cebuli (enterobacter bulb decay). Bakteria 
może być wyizolowana ze zdrowych cebul jako oportu-
nistyczny patogen, który jest w stanie wywołać proces 
chorobowy w  wysokiej temperaturze (40–45°C) [39]. 
Jednakże są doniesienia o infekcji cebul przez tę bakte-
rię także w temperaturze 30°C [37]. Gatunek E. cloacae 
został zidentyfikowany jako czynnik wywołujący gni-
cie cebuli w Stanach Zjednoczonych [37], Australii [5] 
i w Polsce [22]. Zasięg choroby nie jest duży, ale z roku 
na rok wzrasta liczba miejscowości, w których bakteria 
ta jest wykrywana jako patogen cebuli. 
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S c h r o e d e r  i wsp. z Uniwersytetu w Waszyng-
tonie [38] badali podatność odmian cebuli na poraże-
nie przez Enterobacter cloacae. Testowano 69 odmian 
Allium cepa pod względem ich podatności na poraże-
nie podczas przechowywania cebul przez 4,5 miesiąca. 
Doświadczenie prowadzono przez dwa sezony przecho-
walnicze. Wykazano zróżnicowaną podatność odmian 
na porażenie przez E. cloacae. Odmiany czerwone oka-
zały się być bardziej odporne na E. cloacae niż odmiany 
białe i żółte. Jednocześnie jednak odmiany te były częś-
ciej atakowane przez inne patogeny obecne na łuskach 
zewnętrznych. 

9. Podsumowanie

Choroby bakteryjne cebuli (Allium cepa L.) stanowią 
coraz większe zagrożenie dla upraw cebuli na świecie, 
jak również w Polsce. Na szczególną uwagę zasługują te 
gatunki bakterii, które w ostatnich latach zostały ziden-
tyfikowane jako patogeny cebuli na terenie naszego kraju 
– P. ananatis, E. cloacae, S. plymuthica [22]. Zjawisko 
pojawiania się nowych patogenów jest dosyć powszechne 
w przyrodzie. Wiąże się m.in. z  łatwym zawleczeniem 
patogenów wraz z materiałem siewnym lub wysadko-
wym z innych krajów. Ponadto coraz to nowsze i dosko-
nalsze metody diagnostyczne umożliwiają prawidłową 
identyfikację mikroorganiz mów patogenicznych. 

Niniejsze opracowanie obejmuje najnowsze donie-
sienia na temat czynników etiologicznych wywołujących 
bakteryjne choroby cebuli na świecie, ze szczególnym 
uwzględnieniem gatunków, które zostały zidentyfiko-
wane jako patogeny cebuli na terenie Polski. 
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Postępy Mikrobiologii zamieszczają artykuły przeglądowe ze 
wszystkich dziedzin mikrobiologii nie drukowane w innych czaso-
pismach oraz w dziale Nowości Wydawniczych recenzje nowych 
książek z zakresu mikrobiologii i nauk pokrewnych, które ukazują 
się w Polsce. Artykuły drukowane w Postępach Mikrobiologii nie 
mogą być bez zgody Redakcji publikowane w innych periodykach.

1. Sposób przygotowania manuskryptu

1.1. Tekst

Prace należy przysyłać do Sekretariatu Redakcji w postaci elek-
tronicznego zapisu tekstu w edytorze Microsoft Word dowolnej 
edycji w wersji PL na płytach CD lub DVD. Do dyskietki powinny 
być dołączone 2 egz. tekstu artykułu całkowicie zgodnego z zapi-
sem elektronicznym. Objętość pracy nie powinna przekraczać wraz 
z piśmiennictwem i ilustracjami 30 stron maszynopisu. Maszynopis 
powinien być jednostronny (wielkość czcionki 12, odstęp pomię-
dzy wierszami 1,5), z numeracją stron. Po tytułach wydzielonych 
nie należy stawiać kropek. Na oddzielnej stronie (strona tytułowa) 
należy podać tytuł pracy, pod nim w pełnym brzmieniu imiona 
i nazwiska autorów, adresy autorów i afiliacje, telefony oraz e-mail 
z  zaznaczeniem autora korespondencyjnego, spis treści (tytuły 
poszczególnych rozdziałów) oraz kilka (nie więcej jak pięć) słów 
kluczowych (keywords). Tytuł pracy, spis treści i słowa kluczowe 
należy powtórzyć w języku angielskim. Słowa kluczowe mogą bądź 
nie pojawiać się w tytule pracy – należy je podać w porządku alfa-
betycznym. W przypadku prac kierowanych do działu „Publikacje 
metodyczne i standardy” prace przygotowane wg. wyżej wymie-
nionych wytycznych należy przesłać na adres Redaktora Działu. 
Praca powinna kończyć się krótkim podsumowaniem, zawierają-
cym najistotniejsze elementy treści. Na oddzielnej stronie należy 
dołączyć krótkie streszczenie pracy w języku angielskim (maksy-
malnie 250 słów). Tekst pracy powinien być zgodny z zaleceniami 
szczegółowymi Redakcji.

Przesłane do redakcji prace winny być napisane poprawną pol-
szczyzną. Redakcja rekomenduje P.T. Autorom Słownik Poprawnej 
Polszczyzny (red. Witold Doroszewski, Halina Kurkowska, Wydaw-
nictwo Naukowe PWN. Warszawa, 1998) jako pomoc w redagowa-
niu tekstu. Jakkolwiek Postępy Mikrobiologii są polskojęzyczne, nie 
wyklucza się druku prac, napisanych w języku angielskim.

1.2. Ilustracje

Tabele i rysunki powinny być dostarczone w wersji elektro-
nicznej oraz w formie wydruku z drukarki laserowej lub atramen-
towej. Maksymalne rozmiary rysunków planowanych w artykule 
w jednej szpalcie nie powinny przekraczać 7,5 cm × 16 cm (szer./
wys.), a  zaplanowanych w obszarze dwóch szpalt 11 cm × 21 cm 
(szer./wys.). Szerokość planowanych tabel nie powinna przekra-
czać rozmiarów rysunków (odpowiednio 7,5 cm lub 11 cm), a ich 
wysokość nie powinna być większa od 10 cm, niezależnie od zapla-
nowanej szerokości tabeli. Podane wymiary rysunków obowiązują 
zarówno ilustracje wykonane i załączone w wersji elektronicznej 
i w papierowej.

W maszynopisach nie należy pozostawiać wolnych miejsc na 
rysunki i zdjęcia, a tylko na kopii zaznaczyć miejsce, w którym 
powinny być umieszczone, np. tab. 1, rys. 1. Liczbę rysunków i tabel 

należy ograniczyć do istotnie niezbędnej ilości. Te same wskazówki 
odnoszą się do pojedynczych wzorów chemicznych. Każda tabela 
powinna być oznaczona kolejnym numerem rzymskim oraz mieć 
nagłówek opisujący jej treść. Na osobnej kartce należy załączyć 
spis z objaśnieniami jakie powinny się znaleźć pod rysunkami lub 
z uwagą „objaśnienia w tekście”. Podpisy pod wykresami, rysun-
kami, zdjęciami należy umieścić na osobnej stronie.

1.2.1. Elektroniczne wersje ilustracji

Pliki cyfrowe zawierające ilustracje akceptowane do druku 
należy przygotować zgodnie z zaleceniami Redakcji. Ilustracje we 
wstępnej wersji artykułu przeznaczonej dla recenzentów mogą 
być dostarczone jako pliki PDF, ale w wersji ostatecznej do druku 
muszą być dostarczone jako pliki TIFF albo EPS. Pliki pochodzące 
z programu Power Point akceptowane są jedynie w wersji ilustra-
cji czarno białej. Wszystkie rysunki (oprócz czarno białych z pro-
gramu Power Point) wyeksportowane do formatu bitmapy muszą 
być zachowane w skali szarości albo w systemie CMYK (ang. Cyan, 
Magenta, Yellow, blacK). Nie należy stosować zapisu w systemie 
RGB (ang. Red, Green, Blue). Obrazy stonowane (zróżnicowanie 
gęstości lub cienie) muszą być sporządzone w skali szarości (nie 
używać bitmapy). Pliki kolorowe sporządzone w programie Power 
Point nie są akceptowane z powodu różnic pomiędzy RGB i CMYK 
podczas wydruku. 

Wszystkie grafiki należy przesyłać w 100% wymiarze bez 
konieczności skalowania. Minimalna rozdzielczość stosowana 
w ilustracjach powinna wynosić 300 dpi dla zdjęć szarych i kolo-
rowych, 600 dpi dla liter i 1200 dpi dla linii w wykresach. Kolorowe 
ilustracje musza pozostawać także w systemie CMYK jako obrazy 
CMYK TIFF o rozdzielczości 300 dpi.

Grafiki należy przesyłać w ich naturalnym planowanym forma-
cie, aby nie istniała konieczność ich powiększania lub zmniejszania 
w Wydawnictwie. Wszystkie ostateczne napisy, oznaczenia czy też 
klucze oznaczeń muszą być wprowadzone do rysunków. Każdy 
rysunek musi być dołączony jako osobny plik, a rysunki wielo pane-
lowe muszą być podane w jednym pliku. Aby uniknąć problemu 
z różnymi fontami Redakcja zaleca stosowanie następujących czcio-
nek: Times New Roman, Times New Roman Pl, Arial, Arial Pl oraz 
Symbol. Dane są przyjmowane na standardowych mediach takich 
jak płyty CD lub DVD. Przesłane dyski nie będą zwracane autorom. 
Zalecaną przez redakcję kompresją informacji jest ZIP lub PKZIP 
(Windows). Redakcja nie akceptuje ilustracji wykonanych Micro-
soft Office, ponieważ są one zapisane w systemie RGB. Elementy 
rysowane, takie jak wykresy, formuły matematyczne czy diagramy 
nie powinny zawierać dodatkowych naniesień ręcznych i powinny 
być łatwo odtwarzane w dostępnych programach. W celu szcze-
gółowej informacji proszę wysyłać zapytanie przez e-mail na adres: 
jbielecki@biol.uw.edu.pl.

1.3. Piśmiennictwo

Cytowaną literaturę (Piśmiennictwo) należy wpisać oddzielnie 
jako ostatnie strony maszynopisu, wymieniając pozycje w kolejno-
ści alfabetycznej. W wykazie powinny być podane kolejno: liczba 
porządkowa, nazwisko autora, pierwsze litery imion, nazwiska 
współautorów pracy i pierwsze litery ich imion (w kolejności poda-
nej w cytowanej pracy), pełny tytuł cytowanej pracy, skrócony tytuł 
czasopisma, tom, strona, i rok wydania (w nawiasie), np.

INFORMACJA DLA AUTORÓW
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Arendsen A.F., Solimar M.Q. i Ragsdale S.W.: Nitrate-dependent 
regulation of acetate biosynthesis and nitrate respiration by Clo-
stridium thermoaceticum. J. Bacteriol. 181, 1489–1495 (1999).
Dla cytowanych wydawnictw nieperiodycznych należy podać 

kolejno: nazwisko i pierwsze litery imion autora lub współautorów, 
tytuł dzieła, wydawnictwo, miejsce i rok wydania. W przypadku 
odwoływania się do artykułu w pracy zbiorowej należy dodatkowo 
podać tytuł tej pracy oraz nazwisko jej redaktora, wydawnictwo, 
miejsce wydania, rok, tom oraz na końcu stronę, np.: 
Portnoy D.A., Sun A.N., Bielecki J.E.: Escape from the phagosome 

and cell-to-cell spread of Listeria monocytogenes (w) Microbial 
Adhesion and Invasion, red. M. Hook, L. Świtalski, Springer 
Verlag, New York, 1991, s. 86.
W przypadku gdy liczba współautorów pracy przekracza 10, 

należy podać nazwiska i inicjały pierwszego oraz ostatniego współ-
autora a następnie dodać uwagę i wsp., np.:
Tomb J.F., Venter J.C. i wsp.: The complete genome sequence of 

the gastric pathogen Helicobacter pylori. Nature, 338, 539–543 
(1997) (wyżej cytowana praca jest dziełem 42 autorów)
Powoływanie się w tekście na pozycje cytowanej literatury nastę-

puje przez wymienienie liczby porządkowej w nawiasach np. [10]. 
Liczba cytowań w piśmiennictwie nie może przekraczać 100 pozycji.

1.4. Piśmiennictwo danych cytowanych z sieci internetowej

Cytowanie danych z sieci internetowej może jedynie dotyczyć 
informacji pochodzących z prac oryginalnych zamieszczanych 
w sieci przez uznane w środowisku naukowym oraz recenzowane 
czasopisma. Redakcja będzie również uznawać cytacje informacji 
ze źródeł autoryzowanych przez uznane w środowisku autorytety 
z dziedziny nauk przyrodniczych. Warunkiem koniecznym przy 
użyciu informacji ze strony internetowej jest sprawdzenie i aktu-
alizacja zapisu informacyjnego na stronie WEB w dniu wysyłania 
maszynopisu. W przypadku niewłaściwego adresu i  niemożli-
wości odtworzenia informacji z sieci komputerowej, prace będą 
zwracane autorom. Cytowanie informacji publikowanej na stro-
nach sieci internetowej powinno wyglądać następująco: 14. XYZ 
Website 14 listopada 2004 roku (online), nazwisko wydawcy, jeśli 
jest znane, http://cbx.iou.pgr. (10 Października 2004 roku, data 
ostatniego sprawdzenia adresu). Cytowanie książek powinno zawie-
rać szczegółowe dane o wydawnictwie. Cytacje prac oryginalnych 
przesyłanych poprzez sieć komputerową powinna zawierać nastę-
pujące dane: nazwisko autora, inicjały imion, data przyjęcia pracy, 
tytuł pracy. Nazwa czasopisma, numer: strony (jeśli są dostępne) 
(online), adres internetowy, data potwierdzenia ważności adresu.

2. Prawo autorskie
 
Autorskie prawo osobiste (Ustawa z dn. 4-tego lutego 1994 r., 

Dz.U. Nr 90, poz. 631 ze zm.), zwane dalej w Informacji dla Auto-
rów prawem autorskim dotyczy niemajątkowych interesów twórcy 
związanych z danym utworem oraz określa zasady ochrony więzi 
twórcy z utworem. Do praw tych między innymi należy: 

l prawo do autorstwa utworu – wyrażające m.in. zakaz „przy-
właszczania” utworu przez inne niż twórca osoby (zakaz 
dokonywania plagiatów)

l prawo do oznaczenia utworu swoim nazwiskiem albo udo-
stępnienia utworu anonimowo 

l prawo do nienaruszalności treści i formy utworu oraz jego 
rzetelnego wykorzystania. 

Konieczność ochrony Autorskich praw osobistych innych 
Autorów przez Redakcję Postępów Mikrobiologii obliguje nas do 
przyjęcia następującej procedury:

(a) Reprodukcja utworów wytworzonych przez innych Auto-
rów w pracy własnej, przesłane do opublikowania w P.M. tj. cudzych 

rysunków lub tabel – pochodzących z oryginalnej, pierwotnej pracy 
innego Autora/twórcy – bądź cytowanie fragmentów cudzego 
tekstu, wymaga od Autorów P.M. wcześniejszego uzyskania przez 
nich pisemnej zgody od Autorów pierwotnej pracy lub Wydawnic-
twa (z której materiały te pochodzą) na ich reprodukcję. Zgodę tę 
w formie oryginalnego zaświadczenia należy przysłać wraz z mate-
riałami reprodukowanymi do Redakcji P.M. 

l Pod cytowanym rysunkiem należy w opisie podać nazwi-
sko pierwotnego Autora, pełną bibliografię pracy z której 
pochodzi rysunek oraz informację o zgodzie Wydawnictwa 
lub Autora na jego reprodukcję.

l Cytowany tekst powinien być wyraźnie oznaczony w odpo-
wiednim miejscu manuskryptu, zaś u dołu strony powinna 
być zamieszczona informacja dotycząca pochodzenia cytatu 
oraz uzyskanej zgody na przedruk.

(b) Dozwolone jest wprowadzanie zmian w cytowanych rysun-
kach innych Autorów/twórców pod warunkiem każdorazowego 
uzyskania ich zgody (lub osób upoważnionych przez nich) na 
dokonanie takich zmian. Zmiany w oryginalnych rysunkach mogą 
wynikać z chęci Autorów P.M. do dokonania nowego opracowania 
lub nowego przedstawienia omawianego przez siebie zagadnienia. 
W tych przypadkach wskazane jest, aby zgoda twórcy wskazywała 
na zakres dokonywanych zmian, gdyż pozwoli to uniknąć wątpli-
wości odnośnie zakresu wyrażonej tak zgody. Wreszcie konieczność 
uzyskania zgody pierwotnego Autora/twórcy na dokonanie zmian 
w reprodukowanym rysunku wynika z możliwości ingerencji Auto-
rów P.M. w autorskie prawo osobiste w postaci nienaruszalności 
formy i treści utworu oraz jego rzetelnego wykorzystania. 

(c) Warunkiem przyjęcia przez Redakcję P.M. manuskryptu 
pracy oraz poddania jej dalszej procedurze wydawniczej jest zło-
żenie wraz z manuskryptem Oświadczenia o oryginalności pracy, 
Oświadczenia dotyczącego praw autorskich oraz w przypadku prac 
metodycznych Oświadczenia dotyczącego „konfliktu interesów”.

3. Zalecenia szczegółowe*

3.1. Nazewnictwo drobnoustrojów

Należy stosować dwuczłonowe nazwy zawierające nazwę rodza-
jową oraz gatunkową (np. Escherichia coli). Nazwy rodzajowe mogą 
być użyte same tj. bez nazwy gatunkowej, natomiast nie można użyć 
samych tylko nazw gatunkowych. Gdy w pracy podaje się pierw-
szy raz nazwę gatunku, musi ona składać się z pełnych wyrazów, 
przy ponownym użyciu tej nazwy, podaje się tylko pierwszą literę 
nazwy rodzajowej (zawsze dużą ) oraz nazwę gatunkową w pełnym 
brzmieniu np. E. coli. Nazwy gatunku, rodziny, rzędu, klasy, działu 
oraz królestwa należy pisać kursywą. Informacje szczegółowe doty-
czące pisowni oraz prawidłowego nazewnictwa (zgodnego z wymo-
gami współczesnej systematyki) – przyjęte przez Redakcję Postępów 
Mikrobiologii, za instrukcją ASM – można znaleźć w Instructions 
to Authors, J. Bacteriol., Jan. 2007. 

Zgodnie z propozycjami WHO – Collaborating Centre for 
Reference and Research on Salmonella (“Antigenic Formulas of the 
Salmonella Serovars” (M.Y. Popoff and L. Le Minor, WHO Colla-
borating Centre for Reference and Research on Salmonella, Institut 
Pasteur, Paris, France, 1997) and „Identification and Serotyping 
of Salmonella and an Update of the Kaufmann-White Scheme” 
(A.C. McWhorter-Murlin and F.W. Hickman-Brenner, Centers for 
Disease Control and Prevention, Atlanta, Ga.) do rodzaju Salmo-
nella należą tylko dwa gatunki tj. S. enterica i S. bongori – pierwszy 

* Fragmenty instrukcji dla autorów czasopism wydawanych przez 
American Society for Microbiology – wykorzystywanie w P.M. za zgodą 
Journals Departments ASM.
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Oznaczenie obecności episomu polega na podaniu jego sym-
boli w nawiasie po nazwie szczepu rodzicielskiego np. W3110/F’ 
8(gal+).

3.3. Skróty nazw chemicznych

Nie wymagają dodatkowych wyjaśnień skróty nazw, takich jak:
– nazwy miar i wag regulowanych przez Systeme International 

dc Unites (SI), ogólnie akcetowane jednostki takie jak bp, kb, 
Da, masa cząst., m. cząst. 

– skróty nazw chemicznych takich jak: DNA, cDNA, RNA, 
cRNA, RNaza, DNaza, rRNA, mRNA, tRNA; AMP, ADP, 
ATP, dATP, ddATP, GTP itp., 

– ATPaza, dGTPaza itp. NAD+, NADH, NADPH, NADP+, 
poly(A), poly(dT) itp.,

– nazwy powszechnie stosowanych technik biologii moleku-
larnej np. PCR, SDS-PAGE, nazwy ogólnie znanych linii 
komórkowych np. HeLa, J774

– nazwy jednostek biologicznych; PFU (jednostka formowania 
łysinek), CFU (jednostka formowania kolonii), MIC (mini-
malne stężenia hamujące wzrost), itp. 

Zasady kształtowania nomenklatury endonukleaz restrykcyj-
nych oraz metylotransferaz zostały opublikowane w Nucleic Acids 
Research 2003, 31: 1805–1812. Przy pisaniu prac prosimy o korzy-
stanie z zawartych tam informacji.

3.4. Pisownia danych numerycznych

Standardowe jednostki metryczne są stosowane dla określa-
nia długości, wagi i objętości. W przypadku przedstawiania tych 
wartości oraz molarności należy stosować przedrostki m, µ, n oraz 
p dla wartości 10–3, 10–6, 10–9 oraz 10–12. Temperaturę należy 
przedstawiać tylko w stopniach Celsjusza np. 37°C.

3.5. Pisownia substancji znakowanych izotopami

Jeśli wyznakowana jest pojedyncza cząsteczka w związku che-
micznym należy nazwę tego związku zapisać w następujący spo-
sób 14CO2 , 3H2O, H235SO4. Taki sam sposób zapisu stosuje się 
gdy radioaktywna cząsteczka nie występuje w naturalnej formie 
wyznakowanego związku np. 32S-ATP lub gdy symbol izotopu 
związany jest z niespecyficzną nazwą związku np. 14C aminokwasy, 
3H-liganty itp. W przypadku niektórych specyficznych związków 
chemicznych można stosować nawiasy kwadratowe obejmujące 
symbole radioaktywnej cząsteczki przed nazwą chemiczną związku 
np. [14C] mocznik, L-[metylo-14C] metionina, [g –32P] ATP.

4. Procedura recenzowania i przyjęcia prac

Prace przysyłane do Redakcji w celu ich opublikowania w Postę-
pach Mikrobiologii podlegają podwójnej ocenie tj. ich wartości 
merytorycznej (Recenzje) oraz poprawności pod względem redak-
cyjnym (układ pracy, język, załączniki ilustrujące tekst, oświadcze-
nia autorów).

l Każda praca przesłana do Redakcji jest oceniana przez dwóch 
stałych Recenzentów P.M. (lista Recenzentów, patrz Rada 
Redakcyjna jest również publikowana w każdym zeszycie P.M. 
oraz na stronie internetowej http:www.pm. microbiology.pl). 
W przypadku braku w Radzie Redakcyjnej P.M. Recenzenta 
o odpowiedniej specjalności lub jego braku z innych waż-
nych przyczyn, Redaktor naczelny powołuje Recenzenta 
spoza Rady Redakcyjnej.

l Recenzje są anonimowe oraz dokonywane na specjalnie do 
tego przygotowanych arkuszach 

z nich podzielony został na 6 podgatunków. Stosowane dotychczas 
zwyczajowe nazwy, nie posiadające statusu taksonomicznego, takie 
jak serotyp, typ serologiczny, zostały zastąpione nazwą serowaru 
(w oryginale serovar, sv.). Nazwę serowaru należy pisać dużą literą 
oraz prostym pismem (np. Typhi, Paratyphi B, Typhimurium itp.). 
Zgodnie z powyższym, nazwę pierwszego podgatunku rodzaju Sal-
monella można zapisać: S. enterica subsp. enterica sv. Typhimurium 
lub Salmonella subsp. I. sv. Typhimurium, bądź po prostu, Salmo-
nella Typhimurium. 

3.2. Nomenklatura genetyczna

Właściwości genetyczne szczepu opisywane są w terminach 
fenotypu oraz genotypu. Fenotyp opisuje obserwowane właściwo-
ści organizmu. Genotyp określa genetyczną strukturę organizmu, 
zwykle odnosi się do szczepu dzikiego. Ww. określenia są bliżej 
objaśnione w pracy Demerec i wsp. Genetics 54 61: 76, 1966. 

(a) Fenotypowe określenie właściwości organizmu stosuje się 
gdy zmutowane loci nie zostały zidentyfikowane oraz zmapowane. 
Może być także użyte w przypadku, gdy identyfikuje się produkt 
genu np. białko OmpA. Zapis fenotypu zasadniczo składa się 
z trzech liter, nie można ich pisać kursywą, pierwsza litera powinna 
być zawsze dużą literą. Preferuje się użycie liczb rzymskich lub arab-
skich dla oznaczania bliźniaczych fenotypów np. Pol1, Pol2, Pol3 
itd. Typ dziki można zapisać dodatkowym oznaczeniem plus (Pol+); 
w odróżnieniu do tego oznaczenie minus określać będzie fenotyp 
mutanta (Pol–). Czasami pewne charakterystyczne właściwości 
organizmu można zapisać używając liter np. (StrS).

(b) Genotypowe oznaczenia są podobne do fenotypowych 
– w obu przypadkach stosuje się zestaw trzech liter; genotyp pisze 
się zawsze małymi literami oraz kursywą (np. ara, his, rps.). Pro-
motor, terminator oraz operator oznacza się literami p, t oraz o (np. 
lacZp, lacZt, lacZo; Bachman i Low; Microbiol. Rev. 44, 1–56, 1980). 

(c) Typ dziki alleli można zaznaczyć wpisując dodatkowe ozna-
czenie plus nad oznaczeniem genu np. ara+, his+, nie oznacza się 
natomiast zmutowaych alleli znakiem minus. 

(d) Miejsca mutacji oznacza się poprzez wstawiania liczby 
kolejnych izolacji (liczby alleli) po symbolu zmutowanego locus 
(np. araA1, araA2 itp.). W przypadku, gdy tylko jedno takie locus 
istnieje, lub gdy nie wiadomo w którym kolejnym locus mutacja 
powstała – po oznaczeniu genu wstawia się myślnik w miejscu 
dużej litery oznaczającej locus , zaś dalej podaje się liczbę izolacji 
(np. ara-23). 

(e) Zapis genotypu może być wzbogacony innymi oznacze-
niami jak plus, dla typu dzikiego czy minus dla mutanta – można 
wprowadzić oznaczenia określające mutacje jak np. mutacja Amber 
(Am), mutant termowrażliwy (Ts), mutant konstytutywny (Con), 
mutant wrażliwy na niskie temperatury (Cs), białko hybrydowe 
(Hyb) np. araA230(Am), his D21(Ts). Wprowadzanie innych wzbo-
gaceń powinno być poprzedzone w tekście odpowiednim wyjaś-
nieniem. 

(f) Dodatkowe oznaczenia mogą też być użyte w przypadku 
konieczności rozróżnienia tego samego genu znajdującego się 
w różnych organizmach lub szczepach tego samego gatunku np. 
hisE.coli lub hisK-12. Dodatkowe oznaczenia stosuje się również dla roz-
różnienia pomiędzy genetycznymi elementami o tej samej nazwie 
np. promotory operonu gln; glnA1 i glnA2.

(g) Delecję oznacza się symbolem, D usytuowanym przed 
zdelecjonowanym genem lub regionem np. D trpA432, D(aroP-
-aceE)419, lub Dhis(dhuA hisJ hisQ)1256. Fuzję genów ara i  lac 
można przedstawić w ten sam sposób – F (ara-lac)1256. Podobnie 
F (araB’-lacZ+)(Hyb) oznacza, że fuzja nastąpiła pomiędzy genami 
araB a lacZ. Inwersja jest oznaczana następująco IN (rrnD-rrnE)1. 
Insercję genu his E. coli do plazmidu pSC101 w pozycji 0 zasad 
(0 kb) zapisuje się następująco pSC101 W (Okb::K-12hisB)4. 
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 l Recenzenci nie otrzymują zapłaty od PTM za wykonaną 
pracę.

 l Nazwiska Recenzentów z poza Rady Redakcyjnej są wraz 
z podziękowaniami publikowane w każdym 4-tym zeszycie 
P.M. odpowiedniego roku.

 l W przypadku negatywnej oceny pracy przez Recenzenta oraz 
jego sugestii skierowanej do Redaktora naczelnego odrzuce-
nia recenzowanej pracy, bądź jej znacznego przeredagowa-
nia, Autor P.M. ma prawo odwołania się od tej sugestii do 
Redaktora naczelnego. W opisywanym przypadku decyzją 
Redaktora powoływany jest dodatkowy Recenzent z poza 
Rady Redakcyjnej P.M.

5. Uwagi dodatkowe

Redakcja zastrzega sobie możliwość dokonywania skrótów 
i poprawek nie wpływających na treść pracy. W przypadku koniecz-
ności wprowadzenia zmian w treści odsyła się autorowi jeden 
egzemplarz pracy oraz dyskietkę w celu dokonania poprawek. 
Adresy instytucji, w których pracują autorzy (adres pocztowy oraz 

e-mail) należy podawać w maszynopisie pracy po piśmiennictwie. 
Prace nie odpowiadające wymaganiom Redakcji będą odsyłane 
autorom bez rozpatrzenia merytorycznego. W razie nie przyjęcia 
pracy do druku Redakcja zwraca dyskietkę oraz jeden egzemplarz 
wydruku, drugi zatrzymuje u siebie. Za datę wpływu przyjmuje się 
dzień otrzymania pracy w formie zgodnej z instrukcją dla autorów. 
Autorzy otrzymują bezpłatnie 15 odbitek pracy. Za prace opubli-
kowane w Postępach Mikrobiologii nie przewiduje się honorariów 
autorskich. Prace należy nadsyłać na adres sekretarza naukowego 
redakcji: 

Dr Bohdan Jerzy Starościak 
Zakład Mikrobiologii Farmaceutycznej 
Warszawski Uniwersytet Medyczny 
ul. Oczki 3, 02-007 Warszawa
tel. (22) 628-08-22 lub 621-13-51
e-mail: zmf@wum.edu.pl

W przypadku prac kierowanych do działu „Publikacje meto-
dyczne i standardy” prace przeglądowe przygotowane zgodnie 
z wyżej wymienionymi zasadami należy przesłać na adres Redak-
tora Działu.
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INFORMACJE DOTYCZĄCE PRAC
DRUKOWANYCH W DZIALE PUBLIKACJE METODYCZNE I STANDARDY

l Ilość cytowań w rozdziale Piśmiennictwo nie powinna prze-
kraczać 50 pozycji.

l W spisie cytowanego piśmiennictwa należy umieszczać 
wyłącznie prace drukowane w czasopismach naukowych, 
niedopuszczalne jest zamieszczanie danych bibliograficznych 
prospektów reklamowych lub promocyjnych firm farmaceu-
tycznych. 

3. Prawa autorskie – do każdej przygotowanej do druku publika-
cji załączyć Oświadczenie dotyczące praw autorskich. Wzór 
oświadczenia można pobrać ze strony internetowej P.M.

4. Zalecenia i uwagi dodatkowe:
 W celu uniknięcia kryptoreklamy, proszę o zwrócenie szcze-

gólnej uwagi na sposób przedstawienia czytelnikom produktów 
komercyjnych lub metod opracowanych przez producentów. 
Autorzy są również zobowiązani do ujawnienia (jeżeli takie ist-
nieją) wszelkich powiązań (honoraria, granty, płatne ekspertyzy 
lub inne formy uzyskiwania korzyści osobistych) między Auto-
rami a firmą, której produkt ma istotne znaczenie w nadesłanej 
pracy. W tym celu każdy z Autorów proszony jest o złożenie 
Oświadczenia o oryginalności pracy, Oświadczenia dotyczącego 
praw autorskich oraz Oświadczenia dotyczącego „konfliktu inte-
resów”. Konflikt interesów występuje, kiedy Autor lub zakład 
pracy Autora ma finansowe lub osobiste związki z innymi oso-
bami lub instytucjami, które mogą wpływać na jego działania i 
decyzje. Wzór deklaracji można pobrać ze strony internetowej 
PM. 
l Redakcja PM zastrzega sobie prawo ostatecznej decyzji o ak- 

ceptacji pracy przeznaczonej do druku w dziale PUBLIKACJE 
METODYCZNE I STANDARDY. 

l Wszelkie proponowane zmiany w INFORMACJI DLA 
AUTORÓW P.M. zostaną przedstawione PT Czytelnikom 
Postępów Mikrobiologii przed ich wprowadzeniem.

5. Stali recenzenci działu PUBLIKACJE METODYCZNE I STAN-
DARDY:

 Jerzy Długoński (Uniwersytet Łódzki) 
 Waleria Hryniewicz
   (Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego)
 Józef Kur (Politechnika Gdańska)
 Anna Przondo-Mordarska
   (Akademia Medyczna we Wrocławiu)

W dziale zatytułowanym PUBLIKACJE METODYCZNE 
I STANDARDY publikowane są artykuły przeglądowe o charak-
terze metodycznym, reprezentujące dowolną dziedzinę mikrobio-
logii. Redakcja Postępów Mikrobiologii (PM), w porozumieniu 
z Zarządem Głównym PTM ustaliła, iż drukowanych będzie rocz-
nie nie więcej niż cztery artykuły tej kategorii. 

Redaktorem odpowiedzialnym za wartość merytoryczną, 
redakcję tekstu oraz ostateczne przyjęcie pracy do druku jest prof. 
dr hab. Stefania Giedrys-Kalemba (adres: prof. dr hab. Stefania 
Giedrys-Kalemba – Katedra i Zakład Mikrobiologii i Immuno-
logii Pomorskiej Akademii Medycznej. Al. Powstańców Wlkp. 72, 
70-111 Szczecin, tel/fax (091) 46 616 51, 52, fax (091)46 616 59, 
e-mail: kalemba@mp.pl lub kalemba@sci. pam.szczecin.pl)

Prace metodyczne przeznaczone do druku podlegają ocenie 
dokonywanej przez stałych Recenzentów lub Ekspertów powoły-
wanych każdorazowo przez Redaktora działu. 

Lista stałych Recenzentów, patrz Zalecenia dla Autorów, pkt. 5. 
Strona tytułowa każdego artykułu zaopatrzona będzie w infor-

macje, iż praca należy do PUBLIKACJI METODYCZNYCH 
I STANDARDÓW oraz każdorazowo podana będzie data otrzy-
mania od Autorów manuskryptu jak i data zaakceptowania go 
do druku.

Zalecenia dla Autorów:

1. Przesyłanie publikacji:
l Manuskrypt (w dwu egzemplarzach w formie papierowej oraz 

jednym egzemplarzu na nośniku elektronicznym wraz z rysun-
kami, tabelami itp.) proszę przesyłać bezpośrednio do Redak-
tora PUBLIKACJI METODYCZNYCH I STANDARDÓW.

l Podając adres/y Autorów publikacji należy zaznaczyć Autora 
korespondencyjnego – prócz adresu pocztowego, numeru 
telefonu i ew. faxu należy obligatoryjnie podać adres e-mail 
Autora korespondencyjnego. 

2. Sposób przygotowania manuskryptu – Pracę należy opracować 
zgodnie z ogólnymi zaleceniami zawartymi w INFORMACJI 
DLA AUTORÓW Postępów Mikrobiologii (POST. MIKROB. 
2009, 48, 1, Zeszyt 1) z uwzględnieniem następujących zmian: 
l Objętość pracy nie może przekraczać wraz z piśmiennictwem 

i ilustracjami 20 stron maszynopisu.
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[Wzór]

Oświadczenie o oryginalności pracy

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
    Nazwisko i imię autora (korespondencyjnego)

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Tytuł pracy

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
  Data złożenia pracy w Redakcji Postępów Mikrobiologii

Oświadczam, że złożona przeze mnie praca, zatytułowana jak wyżej, jest moim oryginalnym utworem i stanowi przedmiot prawa 
autorskiego w myśl Ustawy o prawie autorskim i prawach pokrewnych z dn. 4 lutego 1994 r. 

Oświadczam również, że praca ta ani w całości, ani we fragmentach nie została opublikowana wcześniej w żadnym innym czasopiśmie 
lub wydawnictwie naukowym. Dodatkowo stwierdzam, iż w/w pracy nie wysłano równolegle do opublikowania w innym czasopiśmie 
naukowym lub wydawnictwie. 

Warszawa, dnia . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

– podpis Autora korespondencyjnego –

– – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – –

[Wzór]

Oświadczenie dotyczące praw Autorskich

1. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
(nazwisko/a i imię/ona autora/ów – proszę podkreślić autora korespondencyjnego)

Adres autorów: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

Tytuł pracy: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

 2. Oświadczenie (proszę wypełnić a lub b) 
(a) Oświadczam, iż w mojej/naszej pracy przeznaczone do opublikowania rysunki oraz tabele, są dziełem mojej/naszej oryginalnej 

twórczości (tzn. zostały wymyślone i zaprojektowane przez autorów przedkładanego Redakcji manuskryptu), nie są obciążone jakimi-
kolwiek prawami osób trzecich, ani nie naruszają jakichkolwiek przepisów prawa i interesów dóbr osób trzecich. W pracy nie ma 
cytatów z obcej publikacji/ ewentualnie w pracy zamieszono cytaty w ramach dozwolonego prawnie prawa cytatu, przy czym wszystkie 
zamieszczone cytaty zostały należycie oznaczone wraz z wymienieniem twórcy i źródła cytatu.

 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .                            . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
                                       (miejsce, data)                                                                                          (podpis korespondencyjnego autora)

(b) Oświadczam, iż uzyskałem/liśmy wymaganą prawem zgodę uprawnionych autorsko podmiotów na reprodukcję rysunków

 nr: . . . . . . . . . . . . . . . . . . , zamieszczonych w: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

Oświadczam, iż uzyskałem/liśmy wymaganą prawem zgodę uprawnionych autorsko podmiotów na reprodukcję tabel

 nr: . . . . . . . . . . . . . . . . . . , zamieszczonych w: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
 (* podać bibliografie prac oryginalnych z których reprodukowane będą rysunki lub tabele) 

 Do Oświadczenia załączam oryginalne zezwolenia reprodukcji w liczbie: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

 rysunków: . . . . . . . . . . . . . . .  tabel: . . . . . . . . . . . . .  cytowanego tekstu: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .                             . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
                                   (miejsce, data)                                                                                            (podpis korespondencyjnego autora)
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[Wzór]

Oświadczenie dotyczące „konfliktu interesów”1

1. Nazwisko i imię autora: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

2. Tytuł pracy: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
 
 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

3. Oświadczenie (proszę wypełnić a lub b, niepotrzebne skreślić)

 (a) Oświadczam, że „konflikt interesów” nie występuje

 (b) Oświadczam, że występuje „konflikt interesów”, który polega na: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .                             . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
                              (miejsce, data)                                                                                          (podpis korespondencyjnego autora) 

1 Konflikt interesów występuje, kiedy autor lub zakład pracy autora ma finansowe lub osobiste związki z innymi osobami lub instytucjami, które mogą 
wpływać na jego działania i decyzje.

Od Redakcji

Uprzejmie proszę PT. autorów o możliwie szybkie uregulowanie zaległych opłat za publikowanie artykułów w Postępach
Mikrobiologii.
Z góry dziękujemy za pozytywny odzew na naszą prośbę.

Za Redakcję PM.
Jerzy Hrebenda

INFORMACJA DLA AUTORÓW
o opłatach za prace publikowane w Postępach Mikrobiologii

Uprzejmie informujemy PT Autorów PM, że zgodnie z decyzją Zarządu Głównego Polskiego Towarzystwa Mikrobiologów z dnia 
6 lutego 2007 roku oraz z dnia 2 marca 2011 r. wprowadzono zasady płatności za prace przyjmowane do druku w naszym piśmie. Autorzy 
manuskryptów proszeni są o wnoszenie opłat w wysokości 250 PLN + VAT 23% – razem 307,50 PLN za każdy artykuł na konto Polskiego 
Towarzystwa Mikrobiologów:

BGŻ SA 57 2030 0045 1110 0000 0261 2550

Opłatę można wnosić indywidualnie. W tym przypadku dowód wpłaty jest warunkiem uruchomienia procedury wydawniczej. 
W imieniu Autorów opłatę może wnosić sponsorująca instytucja, fundacja itp. Wtedy Autorzy zobowiązani są do złożenia w Redakcji 
wraz z manuskryptem pisemnego zobowiązania się do bezzwłocznej opłaty za publikację po otrzymaniu faktury VAT. Należy dodatkowo:

l Przesyłać zgłoszenia proponowanych do publikacji artykułów wraz z danymi do wystawienia faktury VAT (NIP, nazwa i adres 
instytucji lub osoby fizycznej) na nr faksem (022) 841-29 49, lub drogą pocztową na adres siedziby Zarządu PTM: 00-725 Warszawa, 
ul. Chełmska 30/34.

l Do dowodu wpłaty lub zobowiązania zapłaty dołączać informacje zawierające tytuł pracy i nazwisko autora korespondencyjnego.

Otrzymanie przez Redakcję pracy wraz z kopią potwierdzenia wpłaty lub zobowiązaniem zapłaty jest warunkiem uruchomienia 
procedury wydawniczej.
W przypadku nie przyjęcia przez Redakcję do druku pracy zwrot opłaty wraz z korektą faktury dokonany będzie przez księgowość PTM.
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Uprzejmie informujemy PT Czytelników, że od września 2008 roku na stronie internetowej Postępów 
Mikrobiologii działa wyszukiwarka. Umożliwia ona odnajdywanie informacji zarówno w bieżących jak 
i archiwalnych zeszytach naszego pisma.

Redakcja i Administrator Strony Internetowej

INSTRUKCJA DLA AUTORÓW PRAC PUBLIKOWANYCH
W SUPLEMENTACH DO KWARTALNIKA POSTĘPY MIKROBIOLOGII

W celu ułatwienia publikowania w jednym miejscu artykułów o podobnej problematyce, Postępy Mikrobiologii wydawać będą w formie 
suplementów, następujące prace naukowe:

1. Referaty z sesji plenarnych Zjazdów naukowych, Konferencji naukowych oraz Sympozjów organizowanych staraniem Zarządu 
Głównego Polskiego Towarzystwa Mikrobiologów oraz Komitetu Mikrobiologii Polskiej Akademii Nauk. Manuskrypt pojedynczego 
referatu nie powinien przekraczać 25-ciu stron i powinien być przygotowany wg Informacji dla Autorów Postępów Mikrobiologii. 
Całość materiałów przygotowanych do jednego suplementu nie może przekraczać 150 stron maszynopisu.

2. Streszczenia przyjętych przez organizatorów referatów oraz doniesień prezentowanych na ww. Zjazdach naukowych, Konferencjach 
oraz Sympozjach. Streszczenie nie powinno przekraczać jednej strony maszynopisu i kończyć się nie więcej jak trzema pozycjami 
cytowanego piśmiennictwa.

W suplemencie nie będą publikowane oryginalne prace doświadczalne prezentowane na ww. Zjazdach naukowych. Prace te po odpo-
wiednim przygotowaniu, zgodnie z instrukcją dla autorów, można przesyłać do Redakcji Polish Journal of Microbiology (Acta Microbiologica 
Polonica) lub innego czsopisma naukowego.

Autorzy lub zamawiający suplement ponoszą pełny koszt jego opracowania oraz wydania. Możliwy jest druk czterech suplementów 
rocznie. Ponieważ materiały przeznaczone do suplementu nie są opracowywane oraz nie podlegają ocenie Zespołu Redakcyjnego Postępów 
Mikrobiologii, zamawiający suplement, tj. osoba upoważniona przez Zarząd Główny Polskiego Towarzystwa Mikrobiologów lub Komitet 
Mikrobiologii PAN, bierze całkowitą odpowiedzialność za redakcję oraz wartość merytoryczną suplementu. Wydanie suplementu powinno 
być poprzedzone jego akceptacją przez Zespół Redakcyjny Postępów Mikrobiologii.

Oferta Reklamy

Postępy Mikrobiologii udostępnią w każdym numerze kilka stron (łącznie z wewnętrznymi stronami okładek) reklamie.
Pismo nasze dociera co kwartał do kilku tysięcy odbiorców. Są wśród nich specjaliści różnych dziedzin mikrobiologii, pracujący jako 

nauczyciele wyższych uczelni, szkół średnich oraz pracownicy naukowi instytutów badawczych, biotechnolodzy oraz lekarze. Dużą grupę 
naszego pisma stanowią studenci.

Cena ogłoszenia czarno-białego wewnątrz numeru wynosi:
1/2 strony 250,– zł
cała strona 500,– zł
Proponujemy również ogłoszenia kolorowe – cena do uzgodnienia.

Teksty opracowanych graficznie reklam proszę składać na adres Redakcji Postępów Mikrobiologii, 02-007 Warszawa, ul. Oczki 3, 
tel. 628 08 22.

Redakcja nie ponosi odpowiedzialności za treść reklam i ogłoszeń
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Ze smutkiem przyjęliśmy wiadomość o śmierci
w dniu 24 listopada 2013 roku

Ś.P.
doc. dr hab. Jadwigi Kermen

Pani Kermen była jedną z tych Osób, dzięki którym powstały „Postępy Mikrobiologii”. W latach 1966–1973 
była sekretarzem naukowym naszego pisma. Była pracownikiem naukowym Szkoły Głównej Gospodar-
stwa Wiejskiego, a następnie przez długie lata Instytutu Badawczego Leśnictwa

Redakcja Postępów Mikrobiologii
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ERRATA

W zeszycie 4 tom 52 „Postępów Mikrobiologii” w pracy pt. „Udział ludzkiego cytomegalowirusa 
w mechanizmach karcynogenezy glejaka wielopostaciowego” (str. 355–361) błędnie podano nazwisko 
jednej z autorek. Powinno być Agnieszka Michalska. Autorkę i czytelników przepraszamy.

Redakcja


